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Abstract 


Fusion proteins and a process for their purification by means of metal chelate affinity chromatography on 
NTA resins are provided by this invention. 
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Beschreibung 

Die Mogfichkeiten der Gentechnologie, Hybndgene herzustellen, eroffnen neue Wege zur Aufarbeitung 
von rekombinanten Proteinen. Durch Verknupfung der kodierenden Gensequenz nines gewunschten Pro- 
teins mit der kodierenden Gensequenz eines Proteinfragments mit hoher Atfin*tat fur einen Liganden 
(Affinitatspeptid) ist es mbglich, gewunschte rekombinante Proteine in Form von Fusionsproteinen in einem 
Schritt unter Ausnutzung des Affinitatspeptids zu reinigen. Durch gezielte Mutagenese ("site-directed 
mutagenesis") ist es ferner moglich, spezifische chemische Oder enzymatische Schnrttstellen am Verknup- 
fungspunkt von Affinitatspeptid und gewunschtem rekombinantem Protein einzufcihren, so dass nach der 
Reinigung des Fusionsproteins mittets eines geeigneten Affinitatsharzes das gowunschte rekombinante 
Protein durch chemische Oder enzymatische Spaltung erhaltlich ist. Derartige Feinigungsmethoden sind 
beisptelsweise bekannt aus Science 198, 1056-1063 (1977) (ttakura et at.), Proc. Matl. Acad. Sci. U.S.A. 80, 
6848-6852 (1983) (Germino et al.), Nucleic Acids Res. 13. 1151-1162 (1985) (Nilsson et al), Gene 32, 321- 
327 (1984) (Smith et al.), sowie aus den europaischen Patentanmeldungen, Publikations-Nummern 150126 
und 1 84 355. 

Die Europaische Patentanmeldung, Pubiikations-Nummer184 355. otfenbart ein Verfahren zur Reinigung 
von Fusionsproteinen, die aus einem Affinitatspeptid, welches mindesiens einen Histidinrest aufweist, und 
einem biologisch aktiven Protein bestehen. Verschiedene Beispiele fOr bevorzugte Affinitatspeptide werden 
offenbart, die u.a. die Peptidsequenz His-Gly-His mitumfassen. Ais Harze fUr die Reinigung der Fusionspro- 
teine werden Chelatharze genannt, msbesondere Chelatharze mit Iminodiessigsaure (IDA) als komplexbil- 
dender Komponente. 

Die Reinigung von Proteinen mit nicht-benachbarten Histidinresten mittels Chelatharzen mit IDA als 
komplexbildender Komponente wird auch in Trends in Biotechnology 3, 1-7 (1985) (Sulkowski) beschrieben. 

Affinitatspeptide mit mbglichst grosser Affinitat zu Metal Ichelatharzen, die die problemlose Reinigung 
von nativen und denaturierten Proteinen ermoglichen, sind aus keiner der vorste end genannten Publikatio- 
nen bekannt. 

Erfindungsgemass wurde nun getunden, dass Affinitatspeptide rnrt mine stens zwei benachbarten 
Histidinresten fUr die Reinigung von rekombinanten Proteinen mittels Metallch at Affinitats-Chromatogra- 
phie an NitrilotriessigsSure (NTA)-Harzen besonders geeignet sind. Diese Affi atspeptide zeichnen sich 
gegenOber den bekannten vor allem dadurch aus, dass sie die problemlose ainigung von nativen und 
denaturierten Proteinen mittels NTA-Harzen ermdglichen. 

Die vorliegende Erfindung bethtft daher Fusionsproteine, die aus einem c er zwei AffinitStspeptiden, 
welche benachbarte Histidinreste enthalten, und einem an diese Affinitatspeptide direkt Oder indirekt 
gebundenen biologisch aktiven Polypeptid Oder Protein bestehen, Verlahren zw deren Herstellung mittels 
rekombinanter DNA-Technologie sowie Verfahren zu deren Reinigung mittels Metallchelat-Atfinrtatschroma- 
tographie an NTA-Harzen. Die vorliegende Erfindung betnfft ferner Gene, die fOr diese Fusionsproteine 
kodieren, Expressionsvektoren, die diese Gene enthalten, mit diesen Expressionsvektoren transformierte 
Mikroorganismen sowie Verfahren zur Herstellung solcher Gene, Expressionsvektoren und transform ierter 
Mikroorganismen. 

Die Affinitatspeptide der erfindungsgemassen Fusionsproteine sind durch die allgemeinen Formel 
RMHisfe-t-R 2 * 
definiert, 

worin R 1 Wasserstoff. eine Aminosaure Oder etne Sequenz von mehreren Aminosauren ist, R 2 Q, Q-lle- 
Glu-Gly-Arg- oder Q- Asp- Asp- Asp- Asp- Lys- darsteltt und Q eine Peptidbindung, eme Aminosaure Oder eine 
Sequenz von mehreren, max. 30 Aminosauren ist. 

Besonders bevorzugte Affinitatspeptide der erfindungsgemassen Fusionsproteine sind solche mit den 
Peptidsequenzen der Formeln 
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Die Affinitatspeptide der erfindungsgemassen Fusionsproteine konnen direkt oder indirekt an die 
biologisch aktiven Polypeptide oder Proteine gebunden sein. Bei der Verwendung eines einzelnen Affinitats- 
peptids kann dieses entweder an die aminoterminale oder an die carboxyterminate Aminosaure der 
biologisch aktiven Polypeptide Oder Proteine gebunden sein. Bei der Verwendung von zwei Affinitatspepti- 
den wird das eine an die aminoterminale und das andere an die carboxyterminale Aminosaure der 
biologisch aktiven Polypeptide oder Proteine gebunden. 

Bei indirekter Bindung enthalten die Affinitatspeptide eine geeignete, selektive Schnittstelle Ober die sie 
an das gewunschte biologisch aktive Polypeptid oder Protein gebunden sind. Als geeignete, selektive 
Schnittstellen kommen vorzugsweise die Aminosauresequenzen -(Asp) n -Lys-, worin n 2, 3 oder 4 bedeutet, 
oder -lle-Glu-Gly-Arg- in Frage, die von den Proteasen Enterokinase bzw. Koagulations-Faktor X, spezifisch 
erkannt werden. Solche Affinitatspeptide werden dann in an sich bekannter Weise enzymatisch abgespal- 
ten. 

Bei direkter Bindung bleiben die Affinitatspeptide mit dem gewunschten biologisch aktiven Polypeptid 
oder Protein verbunden, d.h. die Affinitatspeptide konnen nicht chemisch Oder enzymatisch abgespatten 
werden. Diese Art der Bindung ist dann vorteilhatt, wenn durch die Anwesenheit des Affinitatspeptids die 
Aktivitat des gewunschten Polypeptids oder Proteins nicht nachteilig beeinflusst wird. Solche erfindungsge- 
massen Fusionsproteine konnen fur eine Anzahl von immunologischen Verfahren verwendet werden. Sie 
konnen beispielsweise als Reagenzien zur Bestimmung von Infektionskrankheiten verwendet werden. Indem 
man sie einem physiologisch vertraglichen Tragermaterial beimischt, konnen sie auch als Impfstoffe zur 
Verhutung von Krankheiten verwendet werden. 

Der Ausdruck "biologisch aktive Polypeptide oder Proteine" der im Zusammenhang mit den erfindungs- 
gemassen Fusionsprotetnen verwendet wird, bezieht sich auf solche Polypeptide oder Proteine, die selbst 
biologisch aktiv sind oder aber auf Polypeptide oder Proteine, die fur die Herstellung von biologisch aktiven 
Polypeptiden oder Proteinen verwendet werden konnen. 

Als biologisch aktive Polypeptide oder Proteine kommen beispielsweise Malaria-OberflSchenantigene, 
insbesondere das 5.1-Oberflachenantigen, das CS-Protein und das p190-Protein von Plasmodium falcipa- 
rum, Lymphokine, Interferone, Insulin und Insulin-Vorlaufer, HIV-1 und HIV-2 Hull- und Strukturproteine, 
Wachstumshormone und Wachstumshormon-Releasing-Faktoren in Frage. Besonders bevorzugte biologisch 
aktive Polypeptide oder Proteine der erfindungsgemassen Fusionsproteine sind solche mit der Aminosaure- 
sequenz von Human-lmmun-lnterferon und Teilsequenzen von Human-lmmun-lnterferon, insbesondere 
solche mit den Aminosauresequenzen der Formeln: 
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Gln-Asp-Pro-Tyr-Val-Lys-Glu-Ala-Glu-Asn-Leu-Lys-Lys-Tyr-Phe- 
Asn-Ala-Gly-HLs-Ser-Asp-Val-Ala-Asp-Asn-Gly-Thr-Leu-Phe-Leu- 
Giy-Ue-Leu-Lys-Asn-Trp-Lys-Glu-Glu-Ser-Asp-Arg-Lys-Ile-Met- 
Gln-Ser-Gln-Ile-Val-Ser-Phe-Tyr-Phe-LyB-Leu-Phe-Lys-Asn-Phe- 
Lys-Asp-Abp-Gln-Ser-Ile-Gln-Lys-Ser-Val-Glu-Thr-Ile-Lys-Glu- 
Asp-Met-Asri-Val-Lys-Phe-Phe-Asn-Ser-Asn-Lys-Lys-Lys-Arg-Asp- 
Asp-Phe-Glu-Lys-Leu-Thr-Asn-Tyr-Ser-Val-Thr-Asp-Leu-Asn-Val- 
Gln-Arg-Lys-Ala-Ile-His-Glu-Leu-Ile-Gln-Val-Met-Ala-Glu-Leu- 
Sec-Pro-Ala-Ala-Lys-Thr-Gly-Lys-Arg-Lys-Arg-Ser-Gln-Met-Leu- 
Phe-Arg-Gly-Arg-Arg- Ala-Set -Gin. 

Gin-Asp-Pro-Tyr-Val-Lys-Glu-Ala-Glu-Asn-Leu-Lys-Lys-Tyr-Phe- 
Asn-Ala-Gly-His-Ser-Asp-Val-Ala-Asp-Asn-Gly-Thr-Leu-Phe-Leu- 
Gly-Ile-Leu-Lys-Asn-Trp-Lys-Glu-Glu-Set-Asp-Atg-Lys-Ile-Met- 
Gin-Ser-Gln-lle-Val-Ser-Phe-Tyr-Phe-Lys-Leu-Phe-Lys-Asn-Phe- 
Lys-Asp-Asp-Gln-Ser-Ile-Gln-Lys-Ser-Val-Glu-Thr-Ile-Lys-Glu- 
Asp-Met-Asn-Val-Lys-Phe-Phe-Asn-Ser-Asn-Lys-Lys-Lys-Arg-Asp- 
Asp-Phe-Glu-Lys-Leu-Thr-Asn-Tyr-Ser-Val-Thr-Asp-Leu-Asn-Val- 
Gln-Arg-Lys-Ala-Ile-His-Glu-Leu-Ile-Gln-Val-Met-Ala-Glu-Leu- 
Ser-Pro-Ala-Ala-Lys-Thr-Gly-Lys-Arg-Lys-Arg-Ser-Gln-Met-Leu 

und 

Gln-Asn-Pro-Tyr-Val-Lys-Glu-Ala-Glu-Asn-Leu-Lys-Lys-Tyr-Phe- 
Asn-Ala-Gly-His-Ser-Asp-Val-Ala-Asp-Asn-Gly-Thr-Leu-Phe-Leu- 
Gly-Ile-Leu-Lys-Asn-Trp-Lys-Glu-Glu-Ser-Asp-Arg-Lys-Ile-Met- 
Gln-Ser-Gln-lle-Val-Ser-Phe-Tyt-Phe-Lys-Leu-Phe-Lys-Asn-Phe- 
Lys-Asp-Asp-Gln-Ser-Ile-Gln-Lys-Ser-Val-Glu-Tht-Ile-Lys-Glu- 
Asp-Met-Asn-Val-Lys-Phe-Phe-Asn-Set-Asn-Lys-Lys-Lys-Arg-Asp- 
Asp-Phe-Glu-Lys-Leu-Thr-Asn-Tyr-Ser-Val-Thr-Asp-Leu-Asn-Val- 
Gln-Arg-Lys-Ala-lle-His-Glu-Leu-Ile-Gln-Val-Met-Ala-Glu-Leu- 
Ser-Pro-Ala-Ala-Lys-Thr-Gly-Lys-Arg-Lys-Arg-Ser-Gln-Met-Leu 

sowie solche mit der AminosSuresequenz der Dihydrofolatreduktase der Maus. 

Die Herstellung der erfindungsgemassen Fusionsproteine kann nach bekannten, in der Literatur be- 
schriebenen Methoden der rekombinanten DNA Technologic erfolgen. Vorzugsweise werden zunachst die 
fur die gewunschten Affinitatspeptide kodierenden Nukleotidsequenzen synthetisiert und diese dann mit 
einer fur das gewunschte biologisch aktive Polypeptid Oder Protein kodierenden Nukleotidsequenz ver- 
knupft. 

Der Einbau des so erhaltenen Hybridgens in Expressionsvektoren, beispielsweise die Plasmide 
pDS8/RBSII,Sphl; pDS5/RBSII,3A + 5A; pDS78/RBSII Oder pDS56/RBSII und andere handelsiibliche bzw. 
allgemein zugangliche Plasmide erlolgt ebenfalls in an sich bekannter Weise. Hierzu kann auf das Lehrbuch 
von Maniatis et al. ("Molecular Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory, 1982) verwiesen werden. 
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Die Methoden zur Expression der erfindungsgemassen Fusionsproteine sind ebenfalls an sich bekannt 
und in dem vorstehend genannten Lehrbuch eingehend beschrieben. Sie umfassen die fotgenden Massnah- 
men: 

(a) Transformation eines geeigneten Wirtsorganismus, vorteilhaft E. coti, mit einem Expressionsvektor in 
5 welchem ein vorstehend genanntes Hybridgen operativ an eine Expressionskontrollsequenz gebunden 

ist; 

(b) Kuitivierung des so erhaltenen Wirtsorganismus unter geeigneten Wachstumsbedingungen; und 

(c) Extraktion und Isolierung des gewunschten Fusionsproteins aus dem Wirtsorganismus. 

Als Wirtsorganismen kommen gram-negative und gram-positive Bakterien in Frage, beispielsweise E. 
to coii und B. subtilis Stamme. Ein besonders bevorzugter Wirtsorganismus der vorliegenden Erfindung ist der 
E. coli Stamm M15 (s. S.17). Ausser dem oben genannten E. coli Stamm konnen aber auch andere 
allgemein zugangliche E. coli Stamme, beispielsweise E. coli 294 (ATCC No. 3144), E. coli RR1 (ATCC No. 
31343) und E. coli W3110 (ATCC No. 27325) verwendet werden. 

Ideale Metallchelatharze fur die Reinigung der erfindungsgemassen Fusionsproteine sind Nitrilotriessig- 
is saure-(NTA)-Harze der allgemeinen Formel 

Tragermatrix-Spacer-NH-(CH 2 ) x -CH(COOH)-N(CH 2 COO-) 2 Ni 2+ , 

worin x 2, 3 oder 4 bedeutet. 
20 Als Tragermatrix kommen Materialien in Frage, wie sie in der Affinitats- und Gelchromatographie 
verwendet werden, beispielsweise vernetzte Dextrane, Agarose (insbesondere in der unter dem Warenzei- 
chen Sepharose® bekannten Form) oder Polyacrylamide. 

Als Spacer kommen die aus der Affinitats-Chromatographie bereits bekannten Spacer-Gruppen in 
Frage, wobei die Gruppen -0-CH 2 -CH(OH)-CH2- und -O-CO- bevorzugt sind. 
25 Ein besonders bevorzugtes NTA-Harz fur die Reinigung der erfindungsgemassen Hybridproteine ist das 
der Formel 

[Sepharose®CL 6B]-0-CH2-CH(OH)-CH 2 -NH-(CH2)*-CH(COOH)-N(CH 2 COO-)2 Ni 2+ 

30 dessen Herstellung wie in Beispiel 10 bescnrieben erfolgen kann. 

Fur die Reinigung der erfindungsgemassen Fusionsproteine konnen die vorstehend genannten NTA- 
Harze batch-weise Oder in kontinuierlich zu betreibenden Saulen verwendet werden. Die NTA-Harze werden 
vor der Beladung mit erfindungsgemassem Fusionsprotein zweckmassigerweise mit einem wassrigen 
Puffer, der selber keine Chelate mrt Nickel bildet, vorzugsweise einem Tris«HCI Puffer, pH 7,5, aquilibriert. 

35 Der Aequilibrierungspuffer (wie auch die Elutionspuffer) kann ein Denaturierungsmittel bzw. ein Detergenz, 
beispielsweise Guanidin-HCI, Hamstoff oder Triton enthalten. Der Zusatz eines solchen Denaturierungsmtt- 
tels oder Detergenzes ermfiglicht problemloses Arbeiten selbst mit erfindungsgemassen Fustonsproteinen, 
die in wassriger Losung extrem schwer loslich sind. Die Elution der erfindungsgemassen Fusionsproteine 
kann bei konstantem pH-Wert oder mit linear oder diskontinuierlich fallenden pH-Gradienten durchgefuhrt 

40 werden. Die optimalen Elutionsbedingungen hangen von der Menge und Art der vorhandenen Verunreini- 
gungen, der Menge des zu reinigenden Materials, den Saulendimensionen usw. ab und sind zweckm3ssi- 
gerweise von Fall zu Fall zu bestimmen. 

Die folgenden Beispiele illustrieren die Herstellung erfindungsgemasser Fusionsproteine, deren Reini- 
gung mittels Metallchelatchromatographie sowie die Herstellung von biologisch aktiven Polypeptiden oder 

45 Proteinen durch enzymatische Spaltung der gereinigten, erfindungsgemassen Fusionsproteine. 

Diese Beispiele konnen besser verslanden werden, wenn sie im Zusammenhang mit den begleitenden 
Abbildungen gelesen werden. In diesem Abbildungen treten die folgenden Abkurzungen und Symbole auf: 

B, Bg, E, H, N, Na, Nd, P, S, Sa, Sc. X und Xb bezeichnen Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme 
BamHI, Bglll, EcoRI, Hindlll, Nael, Nart, Ndel, Pstl, Sphl, Sail, Seal, Xhol bzw. Xbal. 

50 

reprasentiert die Promotoren der Gene bla, lacl und neo; 

55 




6 



EP 0 282 042 B1 



reprasentiert die nbosomalen Bindungsstellen der Gene bla. cat, neo und lad; 

rmTTm 

5 

reprasentiert die Terminatoren U und Tt; 

reprasentiert das regulierbare Promotor/Operator Element P N25 x« bzw. N250PSN25OP29; 

' 5 reprasentiert die ribosomalen Bindungsstellen RBSII.Sphl und RBSII.3A + 5A; - reprasentiert die kodieren- 
den Regionen unter Kontrolle dieser ribosomalen Bindungsstellen; 

reprasentiert die Regionen, die fur die erfindungsgemassen Affinitatspeptide sowie die selektiven Schnitt- 
steilen kodieren; 



25 



vsss* 



sprasentiert die Regionen, die fOr 2, 4 bzw. 6 Histidinreste kodieren; 



reprasentiert die fur die Replikation benotigte Region (rep*.); 



35 



reprasentiert kodierende Regionen fOr Dibydrofo.atreduktase (dhfr) Ch, « m ^ k ^^^^' ^ 
Repressor (lad). ^-Lactamase (bla), Neomycinphosphotransterase (neo) und d.e verschiedenen Denvate 

40 des 7-lnterferons. 
Abbildung 1 

Schematische Darstellung des Plasmids pDS8/RBSil,Sphl. 

45 

Abbildung 2 

Nukleotidsequenz des Xho./Xba. Fragments des Plasmids PDf^^^^M^iTSII 
das regulierbare Promotor/Operator Element P^x*. die ribosomale Brndungsstelle RBS.I.Sp ,hU ias dhfr 
«. Gen den Terminator t, das cat-Gen sowie den Terminator T1. Die in Abbildung 1 aufgefuhrten Schmttstel- 
" fen » 'r Res7Zsenzyme sind Uberstrichen w.hrend die unter der •^^.^'^^ 
Region die lOr eine Variante der Dihydrofolatreduktase kodiert, unterstnchen ,st. Zusatzhch ,st der aus dem 
Kmd pRB322 stammende Teil des Plasmids pDS8/RBS.I,S P h. schematise!, dargestellt, wobe. s.ch d.e 
aigegebenen Zahlen aut die Sequenz von P BR322 beziehen (J.G. Sutcliffe, Cold Spnng Harbor Symp. 
55 Quant. Biol. 43, pp. 77-90 [1979]). 
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Abbildung 3 

Schematische Darstellung des Plasmids pDS5/RBSII,3A + 5A. 
5 Abbildung 4 

Nukleotidsequenz des Plasmids pDS5/RBSII,3A + 5A. Die in Abbildung 3 aufgefUhrten Schnittstellen fUr 
Restriktionsenzyme sind uberstrichen wahrend die unter Kontrolle der RBSU.3A + 5A stehende Region, die 
fur eine Variante der Chloramphenicoltransferase kodiert, unterstrichen ist. 

10 

Abbildung 5 

Schematische Darstellung des Plasmids pDS78/RBSII. 
15 Abbildung 6 

Nukleotidsequenz des Plasmids pDS78/RBSII. Die in Abbildung 5 aufgefUhrten Schnittstellen fUr 
Restriktionsenzyme sind uberstrichen wahrend die unter Kontrolle der RBSII stehende Region, die fur eine 
Variante der Dihydrofolatreduktase kodiert, unterstrichen ist. 

20 

Abbildung 7 

Schematische Darstellung des Plasmids pDS56/RBSII. 
25 Abbildung 8 

Nukleotidsequenz des Plasmids pDS56/RBSII. Die in Abbildung 7 aufgefUhrten Schnittstellen fur 
Restriktionsenzyme sind uberstrichen wahrend die unter Kontrolle der RBSII stehende Region unterstrichen 
ist. 

30 - 

Abbildung 9 

Schematische Darstellung des Plasmids pDMI,1. 
35 Abbildung 10 

Nukleotidsequenz des Plasmids pDMI.1. Die in Abbildung 9 aufgefUhrten Schnittstellen fur Restriktions- 
enzyme sind uberstrichen wahrend die fur Neomycinphosphotransferase (neo) bzw. lac-Repressor (taci) 
kodierenden Regionen unterstrichen sind. 

40 

Abbildung 11 

Nukleotidsequenzen der zur Konstruktion der in den Beispielen verwendeten Plasmide eingesetzten 
Oligonukleotide. Jeweils zwei solcher Oligonukleotide wurden zusammengefasst und als Adaptor bezeich- 
45 net. Die Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme Nael, Narl und Bglll sind uberstrichen. 

Abbildung 12 

Schematische Darstellung der Konstruktion und Isolierung des Fragments 1. Dieses Fragment wurde 
so aus dem Plasmid pRC23/IFI-900 isoliert und enthalt das Gen fur das rekombinante humane Interferon mit 
Cys-Tyr-Cys als N-terminale Aminosauren. 

Abbildung 13 

55 Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids pGLS durch Einbau des Fragments 1 in das 
Plasmid pDS8/RBSII,Sphl. In der schematischen Darstellung von pGLS bezeichnet (Sc) die Position an der 
das Fragment 1 uber die Schnittstelle fur das Restriktionsenzym Seal mit dem Plasmid pDS8/RBSII,Sphl 
verknupft wurde. 
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Abbildung 14 

Schematische Darstetlung der Konstruktion und Isolierung des Fragments 2. Dieses Fragment kodiert 
fur ein humanes Interferon, das am C-Termmus urn 8 Aminosauren verkurzt ist und als IFN-y(-8) bezeichnet 
wird. In den angegebenen Nukleotidsequenzen ist das entsprechende Terminationscodon unterstrichen. 
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Abbildung 15 

Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids plFN-7<-8) durch Einbau des Fragments 2 in 
das Plasmid pDS8/RBSII,Sphl uber die Schnittstelten fur die Restriktionsenzyme EcoRI und Hindlll. 



Abbildung 16 



Schematische Darstellung der Konstruktion und Isolierung des Fragments 3. Dieses Fragment tragt das 
regulierbare Promotor/Operator Element P^x/o. die ribosomale Bindungsstelle RBSII.Sphl und den Adator 
3, der fOr die Aminosauresequenz Met-His-His-Ala-Gly-lle-Glu-Gly-Arg-Leu-Gly-Ser kodiert. 



Abbildung 17 

Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids pDS8/RBSII,Sphl-His,His-Xa-BamHI durch 
Einbau des Fragments 3 in das Plasmid pDS8/RBSII,Sphl uber die Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme 
Xhol und BamHI. 



Abbildung 18 

25 

Schematische Darstellung der Konstruktion und Isolierung des Fragments 4, welches bei der Konstruk- 
tion des Plasmids pHis,His-Xa-IFN- 7 eingesetzt wurde. 

Abbildung 19 

30 

Schematische Darstellung der Isolierung des Fragments 5, welches bei der Konstruktion der Plasmide 
pHis,His-Xa-IFN-7, pHis,His-Ek-lFN-7(-8) und pHis,His-Xa-IFN-7(-8)(Asn) eingesetzt wurde. 

Abbildung 20 

35 

Schematische Darstellung der Isolierung des Fragments 6, welches bei der Konstruktion des Plasmids 
pHis.His-Xa-IFN-r eingesetzt wurde. 



Abbildung 21 

Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids pHis.His-Xa-IFN-y durch Verknupfen dei 
Fragmente 4, 5 und 6. Das Plasmid pHis.His-Xa-IFN-y kodiert fur ein IFN-y Fusionsprotein mit Met-His-His- 
Ala-Gly-lle-Glu-Gly-Arg als zusatzlicher N-terminaler Aminosauresequenz (His.His-Xa-IFN-7). 



45 Abbildung 22 

Schematische Darstellung der Konstruktion und Isolierung des Fragments 7, welches bei der Konstruk- 
tion des Plasmids pHis,His-Ek-IFN- 7 (-8) eingesetzt wurde. 



so Abbildung 23 

Schematische Darstellung der Isolierung des Fragments 8, welches bei der Konstruktion der Plasmide 
pHis,His-Ek-IFN- 7 (-8) und pHis,His-Xa-IFN- 7 (-8)(Asn) eingesetzt wurde. 



55 Abbildung 24 

Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids pH.s-His-Ek-IFN-^-S) durch Verknupfen der 
Fragmente 5, 7 und 8. Das Plasmid pHis,His-Ek-!FN-y(-8) kodiert fur e.n am C-Terminus urn 8 Aminosauren 
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verkurztes IFN-y Fusionsprotein mit Met-His-His-Ala-Gly-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys als zusatzlicher N-terminaler 
Aminosauresequenz (His,His-Ek-IFN-7(-8)). 

Abbildung 25 

5 

Schematische Darstellung der Konstruktion und Isolierung des Fragments 9, welches bei der Konstruk- 
tion des Plasmids pHis,His-Xa-IFN-7(-8)(Asn) eingesetzt wurde. 

Abbildung 26 

W Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids pHis.His-Xa-IFN-y(-8)(Asn) durch Verknupfen 
der Fragmente 5. 8 und 9. Dieses Plasmid kodiert fur ein IFN-y Fusionsprotein, das am C-Terminus urn 8 
Aminosauren verkurzt ist. das am N-Terminus urn die Aminosauresequenz Met-His-His-Ala-Gly-lle-Glu-Gly- 
Arg verlangert ist und bei dem zusatzlich an der Position 2 die Aminosaure Asp durch die Aminosaure Asn 

75 ersetzt ist (His,His-Xa-IFN-7(-8)(Asn)). 

Abbildung 27 

Schematische Darstellung der Konstruktion und Isolierung des Fragments 10, welches bei der Konstruk- 
20 tion des Plasmids p6xHis-DHFR eingesetzt wurde. 

Abbildung 28 

Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids p6xHis-DHFR durch Verknupfen des Frag- 
25 ments 10 mit dem die Replikationsregion enthaltenden Xhol/BamHI-Fragment des Plasmids pDS78/RBSII. 
Das Plasmid p6xHis-DHFR kodiert fur ein DHFR-Fusionsprotein mit 6 Histidinen am N-Terminus [(Hisfc- 
mDHFR]. 

Abbildung 29 

30 

Schematische Darstellung der Konstruktion und Isolierung des Fragments 1 1 . welches bei der Konstruk- 
tion des Plasmids p4xHis-DHFR eingesetzt wurde, 

Abbildung 30 

35 

Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids p4xHis-DHFR durch Verknupfen des Frag- 
ments 11 mit dem die Replikationsregion enthaltenden Xhol/BamHI-Fragment des Plasmids pDS78/RBSII. 
Das Plasmid P 4xHis-DHFR kodiert fur ein DHFR-Fusionsprotein mit 4 Histidinen am N-Terminus [(HisK- 
mDHFR]. 

40 

Abbildung 31 

Schematische Darstellung der Konstruktion und Isolierung des Fragments 12, welches bei der Konstruk- 
tion des Plasmids pRBSII-6xHis eingesetzt wurde. 

45 

Abbildung 32 

Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids P RBSII-6xHis durch Verknupfen des Frag- 
ments 12 mit dem die Replikationsregion enthaltenden Xbal/BamHI-Fragment des Plasmids pDS56/RBSII. 

50 

Abbildung 33 

Schematische Darstellung der Konstruktion und Isolierung des Fragments 13, welches bei der Konstruk- 
tion des Plasmids pRBSII-4xHis eingesetzt wurde. 

55 
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Abbildung 34 

Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids pRBSII-4xHis durch Verknupfen des Frag- 
ments 13 mtt dem die Replikationsregion enthaltenden Xbal/BamHI-Fragment des Plasmids pDS56/RBSII. 

5 

Abbildung 35 

Schematische Darstellung der Konstruktion und Isolierung des Fragments 14, welches bei der Konstruk- 
tion des Plasmids pRBSII-2xHis eingesetzt wurde 

w 

Abbildung 36 

Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids pRBSII-2xHis durch Verknupfen des Frag- 
ments 14 mit dem die Replikationsregion enthaltenden Xbal/BamHI-Fragment des Plasmids pDS56/RBSII. 

T5 

Abbildung 37 

Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids pDHRF-6xHis durch Verknupfen des die 
Replikationsregion enthaltenden Xbal/Bg Ill-Fragments des Plasmids pDS78/RBS1l mit dem das cat-Gen 
20 enthaltenden Bglll/Xbal-Fragment des Plasmids pRBSII-6xHis. Das Plasmid pDHFR-6xHis kodiert fur ein 
DHFR-Fusionsprotein mit 6 Histidinen am C-Terminus [Met-mDHFR-(His)&]. 

Abbildung 38 

25 Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids pDHFR-2xHis durch Verknupfen des die 
Replikationsregion enthaltenden Xbal/Bglll-Fragments des Plasmids pDS7a/RBSII mit dem das cat-Gen 
enthaltenden Bglll/Xbal-Fragment des Plasmids pRBSII-2xHis. Das Plasmid pDHFR-2xHis kodiert fur ein 
DHFR-Fusionsprotein mit 2 Histidinen am C-Terminus [Met-mDHFR-fHish]. 

30 Abbildung 39 

Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids p4xHis-DHFR-4xHis durch Verknupfen des 
die Replikationsregion enthaltenden Xbal/Bglll-Fragments des Plasmids p4xHis-DHFR mit dem das cat-Gen 
enthaltenden Bglll/Xbal-Fragment des Plasmids pRBSII-4xHis. Das Plasmid p4xHis-DHFR-4xHis kodiert fur 
35 ein DHFR-Fusionsprotein mit je 4 Histidinen am N- und am C-Terminus [(His)4-mDHFR-(His>4]. 

Abbildung 40 

Nukleotidsequenz des vom Plasmid pGLS kodierten IFN- 7 -Gens und die davon abgeleitete Aminosau- 
40 resequenz. 

Abbildung 41 

Nukleotidsequenz des vom Plasmid pHis,His-Xa-IFN~y kodierten IFN-y Fusionsgens und die davon 
45 abgeleitete Aminosauresequenz. 

Abbildung 42 

Nukleotidsequenz des vom Plasmid pHis,His-Ek-IFN-7(-8) kodierten IFN-> Fusionsgens und die davon 
50 abgeleitete Aminosauresequenz. 

Abbildung 43 

Nukleotidsequenz des vom Plasmid pHis.His-Xa-IFN- 7 (-8)(Asn) kodierten IFN-y Fusionsgens und die 
55 davon abgeleitete Aminosauresequenz. 
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Beispiet 1 

Beschreibung der Plasmide, welche bei der Konstruktion der Plasmide pGLS, pHis.His-Xa-lFN-y, pHis.His- 
Ek-IFN->(-8), pHis.His-Xa-IFN--y(-8)(Asn), p6xHis-DHFR, p4xHis-DHFR-4xHis, pDHFR-2xHis und pDHFR- 
5 6xHis verwendet wurden 

A. Prinzipien 

Die Plasmide pDS8/RBSII,Sphl (Abb. 1 und 2), pDS5/RBSII,3A + 5A (Abb. 3 und 4), pDS7#RBSII (Abb. 

to 5 und 6) und pDS56/RBSII (Abb. 7 und 8) wurden zur Konstruktion der aufgefuhrten Plasmide verwendet. 
Mit diesen Plasmiden transformierte E. coli Zellen wurden bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganis- 
men in Gottingen (seit 21.11.87 in Braunschweig) am 03.10.85 [E. coli M15 (pDS5/RBSM,3A + 5A; pDMI,1), 
DSM-Nr.: 3517], am 06.08.86 [E. coti M15 (pDS8/RBSll,Sphl; pDMI,1). DSM-Nr.: 3809], am 03.09.1987 [E. 
coli M15 (pDS78/RBSII; pDMI.1). DSM-Nr.: 4232], bzw. am 23.12.87 [E. coli M15 (pDS56/RBsll; pDMI.1), 

75 DSM-Nr.: 4330] nach dem Budapester Vertrag hinterlegt. 

Die oben erwahnten Vektoren enthalten das regulierbare Promotor/Operator-Element PN25X/0 (StOber et 
al., EMBO J. 3, 3143-3148 [1984] Oder N250PSN250P29 und die ribosomalen Bindungsstellen RBSII.Sphl, 
RBSII,3A + 5A~oder RBSII. Diese ribosomalen Bindungsstellen wurden von der ribosomalen Bindungsstelle 
des Promotors P Q25 des E. coli-Phagen T5 (R. Gentz, Dissertation, UniversitSt Heidelberg, BRD [1984]) 

20 abgeleitet und uber DNA-Synthese erhalten. Auf Grund der hohen Effizienz dieser Expresstonssignale 
konnen die oben erwahnten Plasmide nur dann stabil in E. coli-Zellen gehalten werden, wenn das 
Promotor/Operator Element durch das Binden eines lac-Repressors an den Operator reprimiert wird. Der 
lac-Repressor ist im lacl-Gen kodiert. P N 25*/o und N250PSN250P29 konnen nur dann effizient reprimiert 
werden, wenn eine ausreichende Zahl von Repressormolekulen in den Zellen vorhanden ist. Daher wurde 

25 das lacl q -Allel benutzt, das eine Promotormutante enthalt, die zu einer erhohten Expression des Repressor- 
gens fuhrt. Dieses lacl q -Allel ist im Plasmid pDMI,1 (Abb. 9 und 10) enthalten. Dieses Plasmid tragt 
zusatzlich zum lac-l-Gen das Neo-Gen, das den Bakterien Kanamycinresistenz verleiht, welche als Seiek- 
tionsmarker benutzt wird. pDMI,1 ist mit den oben erwahnten Plasmiden kompatibel. E. coli-Zellen, die mit 
solchen Expressionsvektoren transformiert werden, mussen pDMI,1 enthalten, urn sicherzustelten, dass der 

30 Expressionsvektor stabil in den Zellen gehalten wird. Eine Induktion dieses Systems wird durch Zugabe von 
IPTG ins Medium bei der gewunschten Zelldichte erreicht. 

B. Plasmid pDS8/RBSII,Sphl 

35 Der Anteil von pDS8/RBSII, Sphl (Abb. 1 und 2), der zwischen den Restriktionsschnittstellen fur Xbal 
und Xhol liegt und die Replikationsregion sowie das Gen fOr ^-Lactamase, das den Zellen Ampicillinresi- 
stenz verleiht, enthalt, stammt aus dem Plasmid pBR322 (Bolivar et al., Gene 2, 95-113 [1977]); Sutcliffe, 
Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 43, 77-90 [1979]). Der verbleibende Teil des Plasmids tragt das 
regulierbare Promotor/Operator-Element Ph2s*/o (Stuber et al., supra) Gefolgt von der Ribosomenbindungs- 

40 stelle RBSII.Sphl, die Teil eines EcoRl/Bam HI- Fragments ist. Es folgt das Gen der Dihydrofolatreduktase 
(DHFR) der Maus-Zellinie AT-3000 (Chang et at., Nature 275, 617-624 [1978]; Masters et aJ.. Gene 21, 59- 
63 [1983]), der Terminator to des E. coli-Phagen Lambda (Schwarz et al., Nature 272, 410-414 [1978]), das 
Promotor-freie Gen der Chloramphenicolacetyltransferase (Marcoli et al., FEBS Letters, 110, 11-14 [1980]) 
und der Teminator T1 des E. coli rrnB Operons (Brosius et al., J. Mol. Biol., 148, 107-127 [1981]). 

45 

C. Plasmid pD55/RBSII,3A + 5A 

Der Anteil von pDS5/RBSII,3A + 5A (Abb. 3 und 4), der zwischen den Schnittstellen fur die Restriktions- 
enzyme Xbal und Xhol liegt und die Replikationsregion sowie das Gen fUr die ^-Lactamase, das den Zellen 

so Ampicillinresistenz verleiht, enthalt, stammt ursprunglich aus dem Plasmid pBR322 (Bolivar et al., supra; 
Sutcliffe, supra). Jedoch ist das Gen fur die ^-Lactamase dahingegen modifiziert, dass die Schnittstellen fur 
die Restriktionsenzyme Hindi und Pstl eliminiert sind. Diese Veranderungen in der DNA-Sequenz wirken 
sich aber nicht auf die Aminosauresequenz der ^-Lactamase aus. Der verbleibende Teil des Plasmids tragt 
das regulierbare Promotor/Operator-Element Pu2&io (Stuber et al., supra) gefolgt von der Ribosomenbin- 

55 dungsstelle RBSII.3A + 5A, die Teil eines EcoRI/BamHI-Fragments ist. Es folgen Schnittstellen fur die 
Restriktionsenzyme Sail, Pstl und Hindlll, das Promotor-freie Gen der Chloramphenicolacetyltransferase(Mar- 
coli et al,. supra) und der Terminator T1 des E. coli rrnB Operons (Brosius et al., supra). 



12 



EP 0 282 042 B1 



D. Plasmid pDS7a'RBSI) 

Der Anteil von pDS78/RBSII (Abb. 5 und 6), der zwischen den Restriktionsschnittstellen fur Xbal und 
Xhol liegt und die Replikationsregion sowie das Gen fur die ^-Lactamase, das den Zellen Ampicillinresi- 

5 stenz verleiht, enthalt, stammt ursprOnglich aus dem Piasmid pBR322 (Bolivar et al, supra; Sutclitfe, supra). 
Jedoch ist das Gen fur ^-Lactamase in der fur das Plasmid pDS5/RBSII,3A + 5A beschriebenen Weise 
modiftziert Der verbleibende Teil des Plasmids tragt das regulierbare Promotor/Operator-Element 
N250PSN250P29 gefolgt von der Ribosomenbindungsstelle RBSII, die Teil eines EcoRI/BamHI-Fragments 
ist Es folgen das Gen der Dihydrofolatredukiase der Maus-Zellinie AT-3000 {Chang et al.. supra; Masters et 

10 a! supra), welches so verandert wurde, dass eine Schnittstelle fur das Restriktionsenzym Bglll unmittelbar 
vor dem Ende des Strukturgens eingefuhrt wurde, der Terminator to (Schwarz et al.. supra), das Promotor- 
freie Gen der Chloramphenicolacfctyltransferase (Marcoli et al., supra) und der Terminator T1 (Brosius et al.. 
supra). 

75 E. Plasmid pDS56/RBSII 

Das Plasmid pDS56/RBSII (Abb. 7 und 8) ist dem Plasmid pDS5/RBSII.3A + 5A sehr ahnlich. Im 
Gegensatz zu diesem enthalt das Plasmid pDS56/RBSII jedoch als Expressionssignale das regulierbare 
Promotor/Operator-Element N250PSN250P29 und die Ribosomenbindungsstelle RBSII. Zusatzhch enthSIt 
20 pDS56/RBSII den Terminator t Q des E. coli-Phagen Lambda (Schwarz et al.. supra). 

F. Plasmid pDMI.1 

Das Plasmid pDMI.1 (Abb. 9 und 10) tragt das Gen der Neomycinphosphotransferase aus dem 
Transposon Tn5 (Beck et al.. Gene 19. 327-336 [1982]), das E. coli-Zellen Kanamycinresistenz verleiht und 
das lac l-Gen (Farabough. Nature 274. 765-769 [1978]) mit der Promotormutation l« (Calos. Nature 274. 
762-765 [1978]) das den lac-Repressor kodiert. Ausserdem enthalt das Plamid pDMI.1 eine Region des 
Plasmids pACYC184 (Chang und Cohen, J. Bacteriol. 134, 1141-1156 [1978]). die alle Informationen enthalt. 
die fur die Replikation und stabile Weitergabe an die Tochterzellen notwendig sind. 

Beispiel 2 

Beschreibung der DNA-Adaptoren, wetche bei der Konstruktion der verschiedenen Plasmide verwendet 
wurden 

A. Prinzipien 

Zur Adaptierung der ribosomalen Bindungsstelle RBSII.Sphl auf das Gen fur Immuninterleron (IFN-7), 
zur Verkurzung dieses Gens, zur Verknupfung von IFN-7 und IFN-7 Bruchstucken, wie z.B. IFN-? (-8), mit 
einem Affinitatspeptid sowie zur Expression von DHFR-Fusionsproteinen mit mindestens zwei benachbarten 
Histidinresten wurden Oligonukleotide chemisch synthetisiert und nach ihrer Aufarbeitung phosphoryliert. 
Die Nukleotidsequenzen der verwendeten Adaptoren sind als doppelstrangige DNA-Sequenzen tn Abbil- 
dung 1 1 dargestelrt. 

45 b. Synthese und Aufarbeitung der Oligonukleotide 

Die Oligonukleotide wurden simultan auf einem Multisyntheseapparat (beschrieben in der Europaischen 
Patentanmeldung Nr. 181. veroffentlicht am 21.05.85) hergestellt. wobei Glas definierter Porengrosse (CPG) 
als Tragermaterial verwendet wurde (Kiefer et al., Immunol. Meth. 3. 69-83 [1985]; Sproat et al.. Tetrahedr. 
50 Lett 24 5771-5774 [1983]; Adams et al., J. Amer. Chem. Soc, 105, 661-663 [1985]. Die lyophilisierten 
Oligonukleotide wurden in Wasser aufgenommen und 1 Stunde bei 4-C gelost. Die DNA-Konzentration 
betrug 100 nmol/ml. 



25 



30 



35 



40 



55 



C. Phosphorylierung der Oligonukleotide 

In getrennten Ansatzen wurden jeweils 150 pmol der Oligonukleotide in 20 al 50 mM Tris-HCI, pH 8.5 
und 10 mM MgCI 2 mit 2 pmol 7 -[ 3? P]-ATP (Amersham, Braunschweig; 5000 Ci/mMol) und 1 Einheit (E) T4- 
Polynukleotidkinase (Gibco-BRL. Basel) wahrend 20 Minuten bei 37 -C inkubiert. Anschliessend wurde 5 
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nmoi ATP zugegeben und nach weiteren 20 Minuten bei 37 'C wurden die Reakttonen durch Erhitzen auf 
65 *C beendet. Die so erhaltenen phosphorylierten Oligonukleotide wurden ohne weitere Aufarbeitung 
verwendet. 

Beispiel 3 

Konstruktion des Plasmids pGLS 

A. Prinzipien 

Zur Konstruktion des Plasmids pGLS wurde zunachst das IFN-7 Gen mit dem Adaptor 1 (Abb.11) 
verbunden (Abb. 12) und isoliert. Anschliessend wurde das resultierende Fragment 1 in das Plasmid 
pDS8/RBSII,Sphl integriert (Abb.13). 

B. Preparation des Fragments 1 

4 ug des Plasmids pRC23/IFl-900 (Europ. Patentanmeldung Publ.-Nr. 99084, verdffentlicht am 25.1.84) 
mit einer DNA-Konzentration von 400 ug/ml wurden mit 10 Einheiten der Restriktionsendonuktease Ndel in 
core buffer (50mM Tris-HCI, pH 8. 10mM MgCfe, 50mM NaCI), fOr 1 Stunde bei 37 *C (Volumen 20 ul) 
verdaut. Anschliessend wurde die Probe einmal mit Phenol extrahiert, Reste von Phenol mit Aether entfernt 
und die DNA schliesslich mit 66% Alkohol und 0.3M K-Acetat gefallt. Das Sediment wurde 2 Minuten im 
Speed-vac-concentrator getrocknet und in T4-Ligasepuffer (50mM Tris-HCI, pH 7,8, 10mM MgCfe, 10mM 
DTT, 500 uM ATP) gelost. 25 pmol des phosphorylierten Adaptors 1 (Abb.11) wurden in 1x Ligasepuffer 
gelost und dieser Reaktionsmischung zugegeben, so dass ein Gesamtvolumen von 25 ul erreicht wurde. 
Die Ligierung wurde fur 3 Stunden bei 22 *C durchgefuhrt, wobei 1 ul DNA-Ligase (1 Weiss-Einheit, 
Boehringer Mannheim) eingesetzt wurde. Die Ligierung wurde durch Erhitzen der Probe fur 7 Minuten auf 
65 *C beendet. Die DNA wurde mit Alkohol gefallt. wie oben beschrieben getrocknet und dann in 50 ul 
Ncol-Verdauungspuffer (50mM Tris-HCI, pH 8, 10mM MgCI 2 , 50mM NaCI, 50mM KCI) gelost. 10 Einheiten 
Ncol wurden hinzugegeben und die Probe fur 1 Stunde bei 37 *C inkubiert Das Enzym wurde anschlies- 
send durch Erhitzen der Probe fur 7 Minuten auf 65 *C inaktiviert. Nach einer Phenolextraktion wurde die 
DNA wie beschrieben ausgefallt und das Sediment getrocknet. Die DNA wurde in Klenow-Puffer (50mM 
Tris-HCI, pH 7,2, 10mM MgSCU, 100 uM DTT) gelost, dATP, dGTP, dCTP und dTTP (Endkonzentration 
jeweils 100 uM) und 1 Einheit Klenow-Enzym (Boehringer, Mannheim) hinzugegeben und die Probe fur 1 
Stunde bei 22 *C gehalten. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 ul 0.25M EDTA beendet, die Probe mit 
Phenol extrahiert, die DNA wie beschrieben mit Alkohol ausgefallt und in Sphl-Verdauungspuffer (50mM 
Tris-HCI, pH 7,5, 6mM MgCI 2 , 50mM NaCI, 6mM 2-Mercaptoathanol) gelost. Nach Zugabe von 10 
Einheiten Sphl wurde die Probe fur 1 Stunde bei 37 *C inkubiert, die Verdauung wie beschrieben durch 
Erhitzen beendet, eine Phenolextraktion durchgefuhrt und die DNA mit Alkohol ausgefallt und getrocknet. 
Das DNA-Sediment wurde in 10 ul Probenpuffer gelGst und die DNA-Fragmente in einem 6%igen 
Polyacrylamidgel aufgetrennt (Laufpuffer; 40mM Tris-HCI, 20mM Na-acetat, 2mM EDTA, pH 7,8). Als 
Molekulargewichtsstandard diente mit Haelll verdaute DNA des Phagen 0X (Gibco-BRL, Basel). Die DNA 
wurde mit Ethidiumbromid (0,5 ug/ml) angefarbt, mit UV-Licht (300 nm Wellenlange) sichtbar gemacht und 
die IFN-y kodierende Bande mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Das Gelstuck wurde in eine 
4x4 mm grosse Tasche in einem Agarosegel uberfuhrt (0,7% Agarosegel, Laufpuffer: 90mM Tris-Borat, 
90mM Borsaure, 3mM EDTA, pH 8,3). Die Tasche wurde mit 0,7% flussiger Agarose in 1xTBE verschlos- 
sen, urn ein homogenes elektrisches Feld zu erreichen. Vor die Probe wurde ein Stuck einer NA45 
Membran (Schleicher und SchuTI, Dassel, BRD) plaziert und die DNA auf die Membran elektrophoretisiert (5 
Minuten, 15 V/cm). Nach der Waschung mit destilliertem Wasser wurde die Membran in ein Eppendorfrohr- 
chen uberfuhrt, das 250 ul 1.5M Lithiumacetat, 50mM Tris-HCI, pH 8 und lOmM EDTA enthielt. Die DNA 
wurde nun fur 20 Minuten bei 65 *C eluiert Der Membranstreifen wurde aus dem Rohrchen entfernt und die 
Probe einmal mit 200 ul Phenol (pH 8) extrahiert. Die DNA wurde nach Zugabe von 20 ul 5M Lithiumacetat 
und 440 ul Isopropanol gefallt und das Sediment mit 80% Aethanol gewaschen und anschliessend 
getrocknet. Abschliessend wurde das Sediment in 10 ul TE-Puffer gelost (10mM Tris-HCI, pH 7,6, 1mM 
EDTA). Das so erhaltene DNA-Fragment erhielt die Bezeichnung Fragment 1 (Abb. 12). 
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C. Preparation des Plasmids pDS8/RB5ll,Sphl 

2 pmol des Plasmids pDS8/RBSII,Sphl wurden zunachst mit dem Restriktionsenzym Sphl geschnitten. 
Danach wurde die resultierende lineare Plasmid DNA mit einer limitierenden Menge des Restriktionsenzyms 

5 Seal inkubiert, wodurch die DNA nur an ungefahr 50% der vorhandenen Seal Schnittstellen geschnitten 
wurde. Nun wurde die Probe mit Phenol extrahiert, ausgeathert und die DNA wie beschrieben ausgefallt. 
Das Sediment wurde getrocknet. in 20 ul Puffer (50mM Tris-HCI. pH 8) geldst und 1E CIP (calf intestinal 
phosphatase. Boehringer Mannheim) zugegeben. Die Probe wurde fur 1 Stunde bei 37 *C inkubiert, das 
Enzym durch eine Phenolextraktion entfernt und die DNA ausgefallt. Nachdem die DNA gelost worden war, 

f 0 wurde das Scal/Sphl-Fragment, das Teile des cat-Gens, den Terminator T1, die Replikationsregion, das bla- 
Gen, den Promotor N25x/o und die ribosomale Bindungsstelle RBSII.Sphl enthielt aus einem l%igen 
Agarosegel isoliert und elektrophoretisch, wie oben beschrieben, auf eine NA45-Membran transferiert. Die 
Eiution der DNA, Alkoholfallung und Auflosen in 10 ut TE-Puffer wurde ebenfalls, wie oben beschrieben, 
durchgefuhrt. Ungefahr 1 pmol des gewunschten Vektorlragments wurden erhalten. 

15 

D. Zusammensetzen des Plasmids pGLS 

0,05 pmol des Vektorlragments wurden mit 0,05 pmol Insert-DNA (Fragment 1) in Ligasepuffer ligiert 
(s.o.). Eine Kontrolligierung ohne Insert-DNA wurde parallel dazu durchgefUhrt. E. coli M15 Zellen enthal- 

20 tend Plasmid pDMI.1 wurden nach der Methode von Morrison (Methods Enzymol. 68, 326-331 [1979]) fur 
die Transformation vorbereitet. Die Ligierungs- mischungen wurden nach Erhitzen fOr 7 Minuten bei 65 * C 
zu 200 ut dieser kompetenten Zellen hinzugefugt. Die Proben wurden fur 30 Minuten auf Eis gehalten, dann 
fur 2 Minuten bei 42 'C inkubiert, und nach der Zugabe von 0,5 ml LB-Medium wahrend 90 Minuten bei 
37 -C inkubiert. Die Zellen wurden dann auf LB-Agarplatten, die 100 ug/ml Ampicillin und 25 ug/mi 

25 Kanamycin enthielten, ausplattiert und uber Nacht im Brutschrank bei 37 -C inkubiert. Die Transformation 
der Kontrolligierung ergab keine Transformanten. Die Ligierung mit Fragment 1 dagegen etwa 200 Kolonien. 
Einzelne Kolonien wurden mit einem sterilen Zahnstocher gepickt, in ein Rbhrchen UberfUhrt. das 10 ml LB- 
Medium mit 100 ug/ml Ampicillin und 25 ug/ml Kanamycin enthielt, und 12 Stunden im Schuttelinkubator 
gehalten. Danach wurden die Zellen sedimentiert und die Plasmid-DNA nach der Methode von Birnboim 

no und Doly (Nucleic Acids Res. 7, 1515-1523 [1979]) isoliert. 

Je 1 ug der isolierten Plasmide wurde mit Sphl und Xbal verdaut, urn nachzuprufen, ob ein Fragment, 
welches das IFN-y Gen und den Terminator T1 enthalt, in diesen Plasmiden enthalten ist. Alle analysierten 
DNA-Proben enthielten das erwartete DNA-Fragment von ca. 1 kb. Diese Plasmide erhielten die Bezeich- 
nung pGLS (Abb.13). 

35 

E, Sequenzanalyse des in pGLS integrierten IFN-7 Gens 

Urn nachzuweisen, dass die richtige IFN-7 Sequenz in dem Plasmid pGLS enthalten ist, wurde die 
doppelstrangige zirkulare Plasmid-DNA sequenziert, wobei ein mit [-^PJ-ATP markierte Starter sequenz 

40 (primer) benutzt wurde. Diese Startersequenz enthalt die Nukleotide von Position 199-218 des Plasmids 
pDS8/RBSII,Sphl und endet 6 Nukleotide vor dem ATG der Sphl-Schnittstelle. 

0,3 pmol der isolierten Plasmid-DNA wurden mil Alkohol gefalrt, das Sediment einmal mit 80% Aethanol 
gewaschen, getrocknet und schliesslich in 8 ul 1/4 TE-Puffer gelost. Nach Zugabe von 2 pmol der 
Startersequenz wurde die Probe 5 Minuten bei 42 *C inkubiert. Dann wurde die DNA nach der Methode von 

45 Sanger et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-6567 [1977]) sequenziert. Da ein radioaktiver markierter 
"Primer" verwendet wurde, wurden alle Reaktionen mit unmarkierten Deoxynukleotidtriphosphaten durchge- 
fuhrt. Die DNA-Sequenzanalyse ergab, dass die korrekte IFN-y-Sequenz in das Plasmid pGLS integriert 
worden war (Aminosauresequenz siehe Abb.40). 



50 Beispiel 4 

Konstruktion des Plasmids plFN-y(-8) 
A. Prinzipien 

55 

Zur Konstruktion des Plasmids plFN-y(-8) wurde zunachst der Adaptor 2 (Abb.11) mit der emz.gen 
Hinfl-Schnittstelle im IFN- 7 Gen verbunden. Aufgrund eines Translationsstopcodons in diesem Adaptor wird 
somit die C-terminale Region des IFN-7 Proteins urn 8 Aminosauren verkurzt (Abb.14). Anschliessend 
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wurde das resultierende Fragment 2 in das Plasmid pDS8/RBSII,Sphl integriert (Abb.15). 

B. Preparation des Fragments 2 

5 3 pmol des Plasmids pGLS wurden mit 15E Hinfl verdaut (50 ui Volumen, 1 h, 37 "C). Anschliessend 
wurde das Restriktionsenzym inaktiviert (7 Min. bei 65 *C), die Probe mit Phenol extrahiert, ausgeathert, mit 
K-acetat und Alkohol gefallt und getrocknet. Das Sediment wurde in 50 ul Ligasepuffer gelost. 100 pmol 
phosphorylierte Oligonukleotide (Adaptor 2) wurden mit 10 ul Hinfl geschnittenem Plasmid pGLS vermtscht 
und nach Zugabe von 25 ul Ligasepuffer und 1E T4-DNA-Ligase wahrend 12 Stunden bei 22 *C inkubiert 

io Die Reaktion wurde, wie oben beschrieben, durch Erhitzen der Probe beendet und die DNA gefallt. Nun 
folgte eine Verdauung mit den Restriktionsenzymen EcoRI (15E) und Hindlll (20E) fur 2 Stunden bet 37 'C. 
Nach Hitzeinaktivierung, Phenolextraktion, ausathern und Alkoholfallung wurde die Probe in 10 ul Proben- 
puffer gelost und die DNA-Fragmente in einem 6%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die DNA-Banden 
wurden unter UV-Licht (300 nm), nach Anfarbung mit Ethidiumbromid, sichtbar gemacht. Die Bande, die 

is das IFN-7 Gen enthielt wurde aus dem Gel mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und, wie oben 
beschrieben, auf eine NA45-Membran elektrophoretisiert. Die DNA wurde wie beschrieben, eluiert und 
erhielt die Bezeichnung Fragment 2 (Abb. 14). 

C. Praparation des Plasmids pDS8/RBSII,Sphl 

20 

2 pmol des Plasmids pDS8/RBSII,Sphl wurden mit 10E EcoRI und 10E Hindlll fur 1 Stunde bei 37* C in 
einem Volumen von 50 ul verdaut. Nach Hitzeinaktivierung der Enzyme und einer Alkoholfallung wurde das 
DNA-Sediment in 10 ul Probenpuffer gelost. Nach Elektrophorese in einem 1%igen Agarosegel wurde das 
EcoRI/Hindlll-Fragment, das den Terminator to, das cat-Gen, den Terminator T1, die Replikationsregion, das 
25 bla-Gen und den Promotor P N 25^o ©nthalt aus dem Gel ausgeschnitten und, wie oben beschrieben, eluiert. 

D. Zusammensetzen des Plasmids p!FN-7<-8) 

10 ul des isolierten EcoRI/Hindlll-Vektorfragments und die Halfte des isolierten Fragments 2 wurden mit 
30 1E T4-Ligase inkubiert (22 *C, 3 Stunden). Eine Kontrolligierung ohne HinzufOgen des Fragments 2 wurde 
parallel dazu durchgefuhrt. Die Ligierungen wurden, wie beschrieben, durch Erhitzen der Probe beendet. 

Die Transformationen wurden nach der Methode von Morrison (supra) durchgefOhrt, wobei der E. coli- 
Stamm M15, der das Plasmid pDMI.1 enthielt, verwendet wurde. Die Zellen wurden auf LB-Agarplatten, die 
100 ug/ml Ampicillin und 25 ug/m! Kanamycin enthielten, ausplattiert. Die Platten wurden fUr 15 Stunden 
35 bei 37 *C im Brutschrank gehalten. 

Auf den Kontrollplatten ( = Kontrolligierung) wurden keine Transformanten gefunden. Die Ligierung, bei 
der Vektor-DNA und Fragment 2 eingesetzt wurden, ergab etwa 500 Kolonien. Einzelne Kolonien wurden 
mit einem sterilen Zahnstocher gepickt, in 10 ml LB-Medium uberfuhrt und, wie beschrieben, wachsen 
gelassen. Die Plasmid-DNA wurde nach der Methode von Birnboim and Doly (supra) isoliert. Je 4 ul der 
40 isolierten und in TE-Puffer gelostem Plasmid-DNA wurden mit je 2E EcoRI und Hindlll, wie beschrieben, 
geschnitten. Aus alien getesteten Plasmiden konnte ein Fragment mit der erwarteten Lange von ca. 450 bp 
ausgeschnitten werden. Diese Plasmide erhielten die Bezeichnung plFN«y(-8) (Abb.15). 

E. Sequenzanalyse des Plasmids plFN7(-8) 

45 

Die Sequenzanalyse wurde, wie in Beispiel 3 beschrieben, durchgefuhrt. Als Startersequenz wurde 
jedoch ein Oligonukleotid verwendet, das die Nukleotide von Position 928-896 des Plasmids 
pDSa/RBSII.Sphl enthalt und somit die Sequenzierung von DNA-Fragmenten erlaubt, die vor dem Termina- 
tor to integriert wurden. Die Sequenzanalyse bestatigte die gewGnschte Sequenz des IFN-7 Gens, welches 
50 fur ein urn 8 Aminosauren (am Carboxylende) verkurztes IFN-7 Protein kodiert. 
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Beispiel 5 

Konstruktion des Plasmids pDS8/RBSI1,Sphl-His,His-Xa-BamHI 
5 A. Prinzipien 

Zur Konstruktion des Plasmids pDS8/RBSII,Sphl-His,His-Xa-BamHI wurde zunachst der Adaptor 3 
(Abb.11), der fur ein Affinitatspeptid kodiert, welches zwei benachbarte Histidine und eine Schnittstelle des 
Faktors Xa enthalt. mit der ribosomalen Bindungsstelle RBSII.Sphl verbunden. Anschliessend wurde das 
io Fragment 3 (Abb. 16), enthaltend den Promotor P N2 &x/o sowie genanntes Affinitatspeptid, isoliert und in das 
Plasmid pDS8/RBSII,Sphl integriert (Abb. 17). 

B. Preparation des Fragments 3 

75 2 pmol des Plasmids pDS8/RBSII,Sphl wurden mit dem Restriktionsenzym Sphl geschnitten. Die 
Reaktion wurde durch Inkubation bei 65 *C fUr 7 Minuten beendet, die Probe mit Phenol extrahiert, 
ausgeathert und die DNA mit Alkohol und K-acetat ausgefallt. Das Sediment wurde in 10 ul Ligasepuffer 
aufgenommen, 25 pmol des phosphorylierten Adaptors 3 (Abb. 11), gelost in Ligasepuffer, zugegeben und 
nach Zugabe von 1E T4-DNA-Ligase fUr 3 Stunden bei 22 'C inkubiert Die Reaktion wurde durch Erhitzen 

20 (7 Minuten, 65 *C) beendet und die DNA, nach einer Phenolextraktion und anschliessender Behandlung mit 
Aether, mit Alkohol und K-acetat ausgefallt. Das Sediment wurde in 30 ul Puffer gelost, je 10E der 
Restriktionsenzyme BamHI und Xhol wurden zugegeben und die Mischung bei 37 'C fur 2 Stunden 
inkubiert. Anschliessend wurden 3,5 ul 10-fach konzentrierter Probenpuffer fur Potyacrylamidgele zugege- 
ben und die Mischung fur 7 Minuten bei 65 • C inkubiert. Die DNA wurde in einem 6%igen Polyacrylamidgel 

25 aufgetrennt und das durch Xhol und BamHI freigesetzte Fragment mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die 
DNA wurde, wie beschrieben, eluiert und erhielt die Bezeichnung Fragment 3 (Abb. 16). 

C. Preparation des Plasmids pDS8/RBSIl,Sphl 

30 2 pmol des Plasmids pDS8/RBSII ( Sphl wurden mit je 10E der Restriktionsenzyme BamHI und Xhol 
geschnitten. Nach Hitzeinaktivierung der Enzyme wurde die Probe mit Phenol extrahiert, ausgeathert und 
die DNA mit Alkohol und K-acetat gefallt. Das Sediment wurde in 50 ul 50 mM Tris-HCI, pH 8, 
resuspendiert. 1E CIP (siehe oben) wurde zugegeben und die Probe bei 37 *C fur 30 Minuten inkubiert. 
Nach Hitzeinaktivierung des Enzyms wurde die DNA, nach Zugabe von Probenpuffer, in einem 6%igen 

35 Polyacrylamidgel aufgetrennt und der Plasmidrumpf, wie beschrieben, aus dem Gel eluiert. 

D. Zusammensetzen des Plasmids pDS8/RBSIl,Sphl-His,His-Xa-BamHI 

Das oben beschriebene Fragment 3 wurde mit dem Vektorrumpf ligiert (22 -C, 2E T4-DNA-Ligase, 25 
40 ul Ligasepuffer). Eine Kontrolligierung ohne Zugabe von Fragment 3 wurde parallel dazu durchgefiihrt. Die 
LigierungsansStze wurden, wie oben beschrieben. in den E. coli-Stamm M15. der das Plasmid pDMI,1 
enthielt, transform iert und auf LB-Platten mit 100 ug/ml Ampicillin und 25 ug/ml Kanamycin ausplattiert. Die 
Transformation der Kontrolligierung ergab keine Transformanten. Die Transformation des Ligterungsansat- 
zes mit Fragment 3 ergab etwa 100 Kolonien. Einzelne Kolonien wurden in 10 ml LB-Medium, wie oben 
45 beschrieben, aufgewachsen und die Plasmid-DNA nach der Methode von Birnboim und Doly (supra) isoliert. 
Alle Plasmide enthielten die durch den Adaptor neu eingefuhrten Schnittstellen fur Nael und Narl (siehe 
Abb. 17). Die Sequenzanalyse der Plasmid-DNA wurde, wie oben beschrieben (Beispiel 3,F), durchgefuhrt 
und bestatigte, dass der Adaptor 3 korrekt in den Vektor integriert wurde. Diese Plasmide erhielten die 
Bezeichnung pDSa/RBSII,Sphl-His.His-Xa-BamHI (Abb. 17). 

50 

Beispiel 6 

Konstruktion des Plasmids pHis,His-Xa-IFN-7 
55 A. Prinzipien 

Zur Konstruktion des Plasmids pHis,His-Xa-IFN-, wurden die folgenden DNA-Fragmente isoliert und 
miteinander verbunden (Abb.21): 1), das mit dem Adaptor 4 (Abb.11) verbundene IFN- 7 Gen des Plasmids 
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pGLS {Fragment 4, Abb. 18); 2), die Signaleinheit des Plasmids pDSaRBSII.Sphl-His.His-Xa-BamHI, die den 
Promoter P N 2sX/o. die ribosomaie Bindungsstelle RBSII.Sphl und die fur die benachbarten Histidine und fur 
die Erkennungsstelle des Faktors Xa kodierende Region enthatt (Fragment 6, Abb.20); und 3), die 
Replikationsregion mit dem ^-Lactamase Gen aus dem Plasmid pDS5/RBSII,3A + 5A (Fragment 5, Abb. 19). 

B. Preparation des Fragments 4 

2 pmol des Plasmids pGLS wurden mit dem Restriktionsenzym Ndel geschnitten. Nach Hitzeinaktivie- 
rung des Enzyms wurde die Probe mit Phenol extrahiert, ausgeathert und die DNA, wie beschrieben, 
jo ausgefallt. Das Sediment wurde in 10 ul Ligasepuffer gelost. 50 pmol des phosphorylierten Adaptors 4 
(Abb.11), gelost in Ligasepuffer, wurden dem Ndel geschittenen Plasmid pGLS zugegeben und die Probe 
mit 2E Ligase inkubiert (22 *C, 3 S*unden). Nach Hitzeinaktivierung der Ligase wurde die Probe mit Phenol 
extrahiert, ausgeathert und die DNA, wie beschrieben, ausgefallt. Das Sediment wurde gelost und die DNA 
mit den Restriktionsenzymen Narl und Xbal geschnitten. Nach Zugabe von Probenpuffer, 7-minutigem 
15 Erhitzen der Mischung bei 65 'C und Auftrennung der DNA in einem 6%igen Polyacrylamidgel wurde das 
Narl/Xbal-Fragment, das das IFN-y-Gen enthielt, wie beschrieben, isoliert. Dieses Fragment erhielt die 
Bezeichnung Fragment 4 (Abb. 18). 

C. Preparation des Fragments 5 

20 

2 pmol des Plasmids pDS5/RBSII,3A + 5A wurden mit den Restriktionsenzymen Xhol und Xbal geschnit- 
ten. Die Mischung wurde, wie oben beschrieben. aufgearbeitet und die DNA in einem 6%igen Polycrylamid- 
gel aufgetrennt. Das Fragment, welches das bla-Gen und die Replikationsregion enthielt, wurde, wie 
beschrieben, aus dem Gel isoliert. Dieses Fragment erhiert die Bezeichnung Fragment 5 (Abb. 19). 

25 

D. Preparation des Fragments 6 

2 pmol des Plasmids pDSa/RBSII.Sphl-His.His-Xa-BamHI wurden mit den Restriktionsenzymen Xhol 
und Narl geschnitten. Nach Aufarbeitung der Probe und Gelelektrophorese wurde das Fragment 6 isoliert, 
30 welches den Promotor Ph25*v, die ribosomaie Bindungsstelle RBSII.Sphl sowie den Bereich enthaft, der fur 
die benachbarten Histidine und die Erkennungsstelle fur den Faktor Xa kodiert (Abb.20). 

E. Zusammensetzen des Plasmids pHis.His-Xa-IFN-y 

35 Je 0,5 pmol der Fragmente 4 (Abb.18), 5 (Abb.19) und 6 (Abb.20) wurden in Ligasepuffer mit 2E T4- 
DNA-Ligase inkubiert (22 ' C, 5 Stunden). Nach Hitzeinaktivierung des Enzyms wurde der Ansatz, wie oben 
beschrieben, in den E. coli-Stamm M15, der das Plasmid pDMI.1 enthielt, transformiert und das Transfor- 
mationsgemtsch auf LB-Agarplatten, die 100 ug/ml Ampicillin und 25 ug/ml Kanamycin enthielten, ausplat- 
tiert. Etwa 100 Transformanten wurden nach Inkubation bei 37 'C uber Nacht erhalten. Einzelne Kolonien 

40 wurden in 10 ml LB-Medium, wie beschrieben, aufgewachsen und die Plasmide nach der Methode von 
Birnboim und Doly (supra) isoliert. Alle Plasmide wurden mit den Restriktionsenzymen Xhol, BamHI und 
Xbal geschnitten und die Fragmente in 6%igen Poly aery lamidgelen analysiert. Die Restriktionsenzymanaly- 
se ergab, dass die Plasmide die 3 gewUnschten Fragmente enthielten. Die Sequenzanalysen wurden wie 
beschrieben (Beispiel 3,F) durchgefuhrt und zeigten, dass der Adaptor 4 korrekt mit dem IFN-y-Gen 

45 fusioniert worden war. Diese Plasmide erhielten den Namen pHis,His-Xa-IFN-7 (Abb.21). Das von diesen 
Plasmiden kodierte IFN-7 Fusionsprotein (Aminosauresequenz siehe Abb. 41) erhielt die Bezeichnung 
His.His-Xa-IFN-,. 

Beispiel 7 

50 

Konstruktion des Plasmids pHis,His-Ek-IFN-7(-8) 
A. Prinzipien 

55 Zur Konstruktion des Plasmids pHts,His-Ek-IFN-7(-8) wurden die folgenden 3 DNA Fragmente miteinan- 
der verbunden (Abb.24): 1), ein Fragment aus dem Plasmid pDS8/RBSII,Sphl-His,His-Xa-BamHlenthaltend 
den Promotor P^sx^. die ribosomaie Bindungsstelle RBSlLSphl und die fur die benachbarten Histidine 
kodierende Region, welche mit Hilfe des Adaptors 5 (Abb.11) urn etne fur die Erkennungsstelle der 
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Enterokinase (EK)-kodierende Region verlangert wurde (Fragment 7, Abb.22); 2), ein Fragment aus dem 
Plasmid plFN-7<-8), welches das Gen fur IFN-7(-8) enthalt (Fragment 8, Abb.23); und 3), em Fragment aus 
dem Plasmid pDS5/RBSII.3A + 5A mit der Repltkationsregion und dem ^-Lactamase Gen (Fragment 5, 
Abb. 19). Die Preparation des letztgenannten Fragments wurde in Beispiel 6 beschrieben. 

B. Praparation des Fragments 7 

4 pmol des Plasmids pDS8/RBSII ( Sphl-His t His-Xa-BamHI wurden mit dem Restriktionsenzym Nael 
geschnitten. Anschliessend wurde das Enzym hitzeinaktiviert, die Probe mit Phenol extrahiert, ausgeathert 
und die DNA, wie beschrieben, gefallt. Das Sediment wurde in 50 ul TE-Puffer aufgenommen. 1,5 pmol der 
geschnittenen DNA wurden in einem Volumen von 200 ul mit 30 pmol des phosphorylierten Adaptors 5 
(Abb 11) und 7E T4-DNA-Ligase wahrend 14 Stunden in Ligasepuffer inkubiert. Nach Hitzeinaktivierung des 
Enzyms wurde die DNA mit den Restriktionsenzymen Ndel und Xhol geschnitten. Anschliessend wurden 
die Enzyme hitzeinaktiviert, die Probe mit Phenol extrahiert, ausgeathert und die DNA, wie beschrieben, 
gefallt, Das Sediment wurde in Probenpuffer aufgenommen und die Mischung ffJr 7 Minuten bei 65 -C 
inkubiert Danach wurde die DNA in einem 6%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. 0,2 pmol des Xhol/Ndel- 
Fragments, enthaltend den Promotor P Na5 xo. die ribosomalen Bindungsstelle RBSII.Sphl sowie den fUr die 
benachbarten Histidine und fur die Erkennungsstelle der Enterokinase kodierenden Bereich, wurden, wie 
beschrieben, aus dem Gel isoliert. Dieses DNA-Fragment erhielt die Bezeichnung Fragment 7 (Abb.22). 

C. Praparation des Fragments 8 

0,5 pmol des Plasmids plFN-7(-8) wurden mit den Restriktionsenzymen Ndel und Xbal geschnitten. 
Anschliessend wurden die Enzyme hitzeinaktiviert, die Probe mit Phenol extrahiert, ausgeathert und die 
DNA, wie beschrieben, gefallt. Das Sediment wurde in Probenpuffer aufgenommen und die Mischung fur 7 
Minuten bei 65 *C inkubiert. Die DNA wurde dann in einem 6%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. 0,05 
pmol des Ndel-Xbal-Fragments, enthaltend das IFN-y(-8) Gen, den Terminator to. das cat-Gen sowie den 
Terminator T1 wurden, wie beschrieben, aus dem Gel isoliert. Dieses DNA-Fragment erhielt die Bezeich- 
nung Fragment 8 (Abb.23). 

D. Zusammensetzen des Plasmids pHis,His-Ek-lFN-7(-8) 

0 006 pmol des Fragments 5 (Abb.19). 0,02 pmol des Fragments 7 (Abb.22) und 0,005 pmol des 
Fragments 8 (Abb.23) wurden in Ligasepuffer in einem Volumen von 30 ul mit 0,5 E T4-DNA-Ligase fOr 3 
Stunden bei 15' C inkubiert. Nach Hitzeinaktivierung des Enzyms wurde der Ansatz, wie oben beschrieben, 
in den E. coli Stamm M15^ der das Plasmid pDMI.1 enthiert, transformiert und das Transformation sgemisch 
auf LB-Platten, die 100 ug/ml Ampicillin, 25 ug/ml Kanamycin und 5 ug/ml Chloramphenicol enthielten, 
ausplattiert Nach Inkubation der Platten fur 24 Stunden bet 37- C, wurden 2 der erhaltenen Transformanten 
in 10 ml LB-Medium, enthaltend 100 ug/ml Ampicillin, 25 ug/ml Kanamycin und 5 ug/ml Chloramphenicol, 
aufgewachsen und die Plasmide nach der Methode von Birnboim und Doly (supra) isoliert. Die Plasmide 
wurden hinsichtlich ihrer Grosse in 0,7%igen Agarosegelen und hinsichtlich ihrer Zusammensetzung mit 
Hilfe der Restriktionsenzyme Hindlll, Hinfl, Ndel, Sphl, Xbal und Xhol in 6%igen Polyacrylamidgelen 
analysiert. Beide Plasmide enthielten die gewunschten 3 DNA-Fragmente in der richtigen Orientierung 
zueinander. Die Sequenzanalysen, die wie in Beispiel 3.F beschrieben, durchgefuhrt wurden, ergaben, dass 
die ribosomale Bindungsstelle RBSII.Sphl mit den nachfolgenden Elementen korrekt mit IFN-7<-8) Gen 
verbunden worden waren. Diese Plasmide erhielten die Bezeichnung pHis,His-Ek-IFN-7(-8) (Abb.24). Das 
von diesen Plasmiden kodierte IFN-^-Fusionsprotein (Ammosauresequenz, Abb.42) erhielt die Bezeichnung 
His,His-Ek-IFN-7(-8). 

Beispiel 8 

Konstruktion des Plasmids pHis,His-Xa-IFN- T (-8)(Asn) 
A. Prinzipien 

Zur Konstruktion des Plasmids pHis,His-Xa-IFN- 7 (-8)<Asn) wurden die folgenden 3 DNA-Fragmente 
m.teinander verbunden (Abb.26): 1.. em Fragment aus dem Plasmid plFN- 7 (-8), welches das lFN-^-8). Gen 
enthielt (Fragment 8. Abb.23, dessen Herstellung in Beisptel 7 beschrieben wurde); 2., em Fragment aus 
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dem Plasmid pDS8/RBsll,Sphl-His,His-Xa-BamHI enthaltend den Promoter P N2 5X/o. die ribosomale Bin- 
dungsstelle RBSII.Sphl sowie die fur die benachbarten Histidine und die fur die Erkennungsstelle des 
Faktors Xa kodierenden Region, welche mit Hilfe des Adaptors 6 (Abb.11) verlangert wurde, so dass durch 
Verknupfung mit dem unter 1) beschriebenen Fragment das lFN- 7 (-8)-Derivat IFN- 7 (-8)(Asn) kodiert wird 
5 (Fragment 9, Abb. 25); und 3., ein Fragment aus dem Plasmid pDS5/RBSII,3A + 5A mit der Replikationsre- 
gion und dem Gen fur 0-Lactamase (Fragment 5, Abb. 19, dessen Herstellung in Beispiel 6 beschrieben 
wurde). 

B. Preparation des Fragments 9 ' 

TO 

2 pmol des Plasmids pDS8/RBSll,Sphl-His,His-Xa-BamHI wurden mit dem Restriktionsenzym Narl 
geschnitten. Anschliessend wurde das Enzym hitzeinaktiviert, die Probe mit Phenol extrahiert, ausgeathert 
und die DNA, wie beschrieben, gefallt. Das Sediment wurde in 50 ul TE-Puffer aufgenommen. 1 pmol der 
geschnittenen DNA wurde in einem Volumen von 150 ul mit 30 pmol des phosphorylierten Adaptors 6 

75 (Abb.11) und 5 E T4-DNA-Ligase fur 14 Stunden bei 20 'C in Ligasepuffer inkubiert. Nach Hitzeinaktivierung 
des Enzyms wurde die DNA mit den Restriktionsenzymen Ndel und Xhol geschnitten. Anschliessend 
wurden die Enzyme hitzeinaktiviert, die Probe mit Phenol e>ctrahiert, ausgeathert und die DNA, wie 
beschrieben, gefallt. Das Sediment wurde in Probenpuffer aufgenommen und der Ansatz fUr 7 Minuten bei 
65 *C inkubiert. Die resultierende DNA-Mischung wurde dann in einem 6%igen Polyacrylamidgel aufge- 

20 trennt. 0,25 pmol des Xhol/Ndel-Fragments mit dem Promotor PnzsX/o, der ribosomalen Bindungsstelle 
RBSII,Sphl und der Region, die fur die benachbarten Histidine, fur die Erkennungsstelle des Faktors Xa 
sowie fur die Aminosaure Asn kodiert. wurden, wie beschrieben, aus dem Gel isoliert. Dieses DNA- 
Fragment erhielt die Bezeichnung Fragment 9 (Abb.25). 

25 C. Zusammensetzen des Plasmids pHis,His-Xa-lFN- 7 (-8)(Asn) 

0,006 pmol des Fragments 5 (Abb. 19), 0,005 pmol des Fragments 8 (Abb.23) und 0,02 pmol des 
Fragments 9 (Abb.25) wurden in 30 ul Ligasepuffer und 0,5 E T4-DNA-Ligase fur 3 Stunden bei 15* C 
inkubiert. Nach Hitzeinaktivierung des Enzyms wurde der Ansatz, wie oben beschrieben, in den E. coli 

30 Stamm M15, der das Plasmid pDMI,1 enthielt, transformiert und das Transformationsgemisch auf LB-Platten 
enthaltend 100 ug/ml Ampiciltin und 25 ug/ml Kanamycin ausplattiert. Nach Inkubation der Platten bei 
37 *C uber Nacht wurden 2 Koionien, wie beschrieben, in 10 ml LB-Medium, enthaltend 100 ug/ml 
Ampicillin und 25 ug/ml Kanamycin, aufgewachsen und die Ptasmide nach der Methode von Birnboim und 
Doly (supra) isoliert. Die Plasmide wurden hinsichtlich ihrer Grosse in 0,7%igen Agarosegelen und 

35 hinsichtlich ihrer Zusammensetzung mit Hilfe der Restriktionsenzyme Hindlll, Hinfl, Ndel, Sphl, Xbal und 
Xhol in 6%igen Polyacrylamidgelen analysiert. Eines der beiden Plasmide enthielt die gewunschten 3 DNA- 
Fragmente in der richtigen Orientierung zueinander. Die Sequenzanalyse dieses Plasmids wurde, wie 
beschrieben (Beispiel 3.F), durchgefuhrt, und sie ergab, dass die ribosomale Bindungsstelle RBSII.Sphl mit 
den nachfolgenden Elementen korrekt mit der Region, die fur IFN-y(-8)(Asn) kodiert. verknupft worden war. 

40 Dieses Plasmid erhielt die Bezeichnung pHis,His-Xa-IFN-7(-8)(Asn) (Abb.26). Das von diesem Plasmid 
kodierte IFN-y Fusionsprotein (Aminosauresequenz siehe Abb.43) erhielt die Bezeichnung His,His-Xa-lFN- 
7 (-8)(Asn). 

Beispiel 9 

45 

Konstruktion des Plasmids p6xHis-DHFR 
A. Prinzipien 

so Zur Konstruktion des Plasmids p6xHis-DHFR wurden die folgenden DNA-Fragmente isoliert und 
mitemander verbunden (Abb.28): 1., die mit dem Adaptor 7 (Abb.11) verbundene Signaleinheit des Plasmids 
pDS78/RBSII mit dem Promotor N250PSN250P29 sowie die Ribosomenbindungsstelle RBSII (Fragment 
10, Abb.27) und 2., das grossere der beiden Xhol/BamHI-Fragmente des Plasmids pDS78/RBSII (Abb.28). 

55 B. Preparation des Fragments 10 

2 pmol des Plasmids pDS78/RBSII wurden mit dem Restriktionsenzym BamHI geschnitten. Nach 
Hitzeinaktivierung des Enzyms wurde die Probe mit Phenol extrahiert, ausgeathert und die DNA, wie 
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beschrieben, ausgefallt. Das Sediment wurde in 10 ui Ligasepuffer gelost. 50 pmol des phosphorylierten 
Adaptors 7 (Abb.27), gelost in Ligasepuffer, wurden dem geschnittenen Plasmid zugegeben und die Probe 
mit 2E Ligase inkubiert (22 "C. 3 Stunden). Nach Hitzeinaktivierung der Ligase wurde die Probe mit Phenol 
extrahiert, ausgeathert und die DNA, wie beschrieben, ausgefallt. Das Sediment wurde gelost und die DNA 
s mit den Restriktionsenzymen Xhol und BamHI geschnitten. Nach Zugabe von Probenpuffer, 7-minutigem 
Erhitzen der Mischung bei 65 *C und Auftrennung der DNA in einem 6%igen Polyacrytamidgel wurde das 
Xhol/BamHI-Fragment mit dem Promotor N250PSN250P29, der Ribosomenbindungsstelle RBSII und dem 
fur 6 Histidine kodierenden Bereich, wie beschrieben, isoliert. Dieses Fragment erhielt die Bezeichnung 
Fragment 10 (Abb.27). 

70 

C. Preparation des BamHI/Xhol-Fragments des Plasmids pDS78/RBSII 

2 pmol des Plasmids pDS78/RBSII wurden mit den Restriktionsenzymen Xhol und BamHI geschnitten, 
Nach- Aufarbeitung der Probe und Gelektrophorese wurde das Fragment isoliert, welches die Replikationsre- 
75 gion enthalt (Abb.28). 



D. Zusammensetzen des Plasmids p6xHis-DHFR 



Je 0,1 pmol der besagten Fragmente wurden in Ligasepuffer mit 2E T4-DNA-Ligase inkubiert (22 •C, 3 
20 Stunden). Nach Hitzeinaktivierung des Enzyms wurde die Mischung, wie oben beschrieben, in den E. coli- 
Stamm M15, der das Plasmid pDMI,1 enthielt. transformiert, das Transformationsgemisch auf LB-Agarplat- 
ten, die 100 ug/ml Ampicillin und 25 ug/mi Kanamycin enthielten, ausplattiert und die Platten uber Nacht 
bei 37 'C inkubiert. Einzelne Kolonien wurden in 10 ml LB-Medium, wie beschrieben, aufgewachsen und die 
Plasmide nach der Methode von Birnboim und Doly (supra) isoliert. Eine Restriktionsanalyse mit den 
25 Enzymen Xhol und BamHI ergab, dass die Plasmide die 2 gewunschten Fragmente enthielten. Die 
Sequenzanalyse wurde. wie beschrieben (Beispiel 3,E), durchgefuhrt und bestatigte, dass der Adaptor 7 
korrekt mit der Ribosomenbindungsstelle verkntlpft worden war. Diese Plasmide, die das DHFR-Fusionspro- 
tein (His)t-mDHFR kodieren, erhielten die Bezeichnung p6xHis-DHFR (Abb.28). 



30 Beispiel 10 



Konstruktion des Plasmids p4xHis-DHFR 

Die Konstruktion des Plasmids p4xHis-DHFR wurde analog zur Konstruktion des Plasmids pBxHis- 
DHFR (Beispiel 9) durchgefuhrt, wobei folgende DNA-Fragmente isoliert und miteinander verbunden wurden 
(Abb.30): t., die mit dem Adaptor 8 (Abb. 11) verbundene Signaleinheit des Plasmids pDS78/RBSII mit dem 
Promotor N250PSN250P29 sowie der Ribosomenbindungsstelle RBSII (Fragment 11, Abb.29) und 2 M das 
grossere der beiden Xhol/Bam HI- Fragmente des Plasmids pDS78/RBsll (Abb.30). Das resultierende Plas- 
mid p4xHis-DHFR kodiert das DHFR-Fusionsprotein (His)*-mDHFR. 

Beispiel 1 1 



Konstruktion des Plasmids pRBSII-6xHis 



45 A. Prinzipien 

Zur Konstruktion des Plasmids pRBSII-6xHis wurden die folgenden DNA-Fragmente isoliert und mitein- 
ander verbunden (Abb.32): 1., die urn den Adaptor 9 (der fur 6 Histidine kodiert) verlangerte Region aus 
dem Plasmid pDS56/RBSII mit dem Terminator to, dem cat-Gen und dem Terminator T1 (Fragment 12, 
so Abb.31) und 2., das Xbal/BamHI-Fragment aus dem Plasmid pDS56/RBsll mit der Replikationsregion, dem 
bla-Gen, dem Promotor N250PSN250P29 und der Ribosomenbindungsstelle RBSII (Abb.32). 



B. Preparation des Fragments 12 

2 pmol des Plasmids pDS56/RBsll wurden mit dem Restriktionsenzym Hindlll geschnitten. Nach 
Aufarbeitung der Probe wurden dem geschnittenen Plasmid 50 pmol des phosphorylierten Adaptors 9 
zugegeben und die Probe mit T4-DNA-Ligase, wie beschrieben, inkubiert. Nach Aufarbeitung des Ligie- 
rungsansatzes wurde die DNA mit den Restriktionsenzymen BamHI und Xbal geschnitten und das 
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BamHI/Xbal-Fragment mit der fur 6 Histidine kodierenden Region, dem Terminator to.dem cat-Gen und dem 
Terminator T1, wie beschrieben, isoliert. Dieses Fragment erhielt die Be2eichnung Fragment 12 (Abb.31). 

C. P raparation des Xbal/BamHI-Fragments des Plasmids pDS56/RBSII 

5 

2 pmol des Plasmids pDS56/RBSII wurden mit den Restriktionsenzymen Xbal und BamHI geschnitten 
und das Fragment mit der Replikationsregion, dem bla-Gen dem Promoter N250PSN250P29 und der 
Ribosomenbindungsstelle RBSII wurde, wie beschrieben, isoliert (Abb.32). 

70 D. Zusammensetzen des Plasmids pRBSII-6xHis 

Je 0,1 pmol der isolierten Fragmente wurden, wie beschrieben (Beispiel 9.D), ligiert und anschliessend 
in den E. coli-Stamm M15 (pDMI,1) tran storm iert. Nach Plattierung und Inkubation (Beispiel 9.D) wurden 
einzelnen Kolonien in 10 ml Medium, wie beschrieben, aufgewachsen und die Plasmide nach der Methode 
is von Birnboim und Doly (supra) isoliert. Eine Restriktionsanalyse mit den Enzymen BamHI und Xbal ergab, 
dass die Plasmide die 2 gewunschten Fragmente enthielten. Die Sequenzanalyse (Beispiel 3,E) bestatigte. 
dass der Adaptor 9 korrekt in die Plasmid-DNA eingefuhrt wurde. Diese Plasmide erhielten die Bezeichnung 
pRBSII-6xHis. 

20 Beispiel 12 

Konstruktion des Plasmids pRBSII-4xHis 

Die Konstruktion des Plasmids pRBSIMxHis wurde analog zur Konstruktion des Plasmids pRBSIl-6xHis 
25 (Beispiel 11) durchgefuhrt. wobei folgende DNA-Fragmente isoliert und miteinander verbunden wurden 
(Abb.34): 1., die urn dem Adaptor 10 (der fur 4 Histidine kodiert) verlangerte Region aus dem Plasmid 
pDS56/RBSI! mit dem Terminator to, dem cat-Gen und dem Terminator T1 (Fragment 13, Abb.33) und 2., 
das Xbal/Baml-Fragment aus dem Plasmid pDS56/RBSII mit der Replikationsregion, dem bla-Gen, dem 
Promotor N250PSN250P29 und der Ribosomenbindungsstelle RBSII (Abb. 34). 

30 

Beispiel 13 

Konstruktion des Plasmids pRBSII-2xHis 

35 Die Konstruktion des Plasmids pRBSII-2xHis wurde analog zur Konstruktion des Plasmids pRBSII-6xHis 
(Beispiel 11) durchgefuhrt, wobei folgende DNA-Fragmente isoliert und miteinander verbunden wurden 
(Abb.36): 1., die urn den Adaptor 11 (der fur 2 Histidine kodiert) verlangerte Region aus dem Plasmid 
pDS56/RBSII mit dem Terminator to, dem cat-Gen und dem Terminator T1 (Fragment 14, Abb.35) und 2., 
das Xbal-BamHI-Fragment aus dem Plasmid pDS56/RBSII mit der Replikationsregion, dem bla-Gen, dem 

40 Promotor N250PSN250P29 und der Ribosomenbindungsstelle RBSII (Abb,36). 

Beispiel 14 

Konstruktion des Plasmids pDHFR-6xHis 

45 

A. Prinzipien 

Zur Konstruktion des Plasmids pDHFR-6xHis wurden die folgenden DNA-Fragmente isoliert und 
miteinander verbunden (Abb.37): 1.. das Xbal/Bglll-Fragment aus dem Plasmid pDS78/RBSII mit der 
so Replikationsregion, dem bla-Gen. dem Promotor N250PSN250P29, der Ribosomenbindungsstelle RBSII 
und dem dhfr-Gen und 2., das Bglll/Xbal-Fragment aus dem Plasmid pRBSII-6xHis mit der fur 6 Histidine 
kodierenden Region, dem Terminator t^, dem cat-Gen und dem Terminator T1. Das resuftierende Plasmid 
pDHFR-6xHis kodiert das DHFR-Fusionsprotein Met-mDHFR-(His)& 

55 b. Praparation des Xbal/BglH-Fragments des Plasmids pDS78/RBSII 

2 pmol des Plasmids pDS78/RBSII wurden mit den Restriktionsenzymen Xbal und Bglll geschnitten. 
Nach der Aufarbeitung der Probe wurde das Xbal/Bglll-Fragment mit der Replikationsregion, dem bla-Gen, 
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dem Promotor N250PSN250P29, der Ribosomenbmdungsstelle RBSII und dem dhfr-Gen, wie beschneben, 
isoliert. 

C. Preparation des Bglll/Xbal-Fragments des Plasmids pRBSII-6xHis 

5 

2 pmol des Plasmids pRBSII-6xHis wurden mit den Restriktionsenzymen Bglll und Xbal geschnitten. 
Nach Aufarbeitung der Probe wurde das Bg 1 1 l/Xbal- Fragment mit der fur 6 Histidine kodierenden Region, 
dem Terminator to, dem cat-Gen und dem Terminator T1, wie beschrieben, isoliert. 

70 D. Zusammensetzen des Plasmids pDHFR-6xHis 

Je 0,1 pmol der isolierten Fragmente wurden, wie beschrieben {Beispiel 9,D), ligiert und in den E. coli- 
Stamm M15 (pDMI,1) transform iert. Nach Plattierung und Inkubation (Beispiel 9,D) wurden einzelne 
Kolonien in 10 ml Medium wie beschrieben, aufgewachsen und die Plasmide nach der Methode von 
15 Birnboim und Doly (supra) isoliert. Eine Restriktionsanalyse mit den Enzymen Xbal und Bglll ergab, dass 
die beiden Fragmente in der gewunschten Weise miteinander verbunden waren. Diese Plasmide erhtelten 
die Bezeichnung pDHFR-6xHts. 

Beispiel 15 

20 

Konstruktion des Plasmids pDHFR-2xHis 

Die Konstruktion des Plasmids pDHFR-2xHis, welches das DHFR-Fusionsprotein Met-mDHFR-(His)2 
kodiert, wurde analog zur Konstruktion des Plasmids pDHFR-6xHis (Beispiel 14) durchgefuhrt, wobei 
25 folgende DNA-Fragmente isoliert und miteinander verbunden wurden (Abb. 38): 1., das Xbal/Bglll-Fragment 
aus dem Plasmid pDS78/RBSH mit der Replikationsregion, dem bla-Gen, dem Promotor N250PSN250P29, 
der Ribosomenbindungsstelle RBSli und dem dhfr-Gen und 2., Bgl I l/Xbal -Fragment aus dem Plasmid 
pRBSII-2xHis mit der fUr 2 Histidine kodierenden Region, dem Terminator to, dem cat-Gen und dem 
Terminator T1. 

30 

Beispiel 16 

Konstruktion des Plasmids p4xHis-DHFR-4xHis 

35 Die Konstruktion des Plasmids p4xHis-DHFR-4xHis, welches das DHFR-Fusionsprotein (HisV-mDHFR- 
(His)i kodiert, wurde analog zur Konstruktion des Plasmids pDHFR-6xHis (Beispiel 14) durchgefUhrt, wobei 
folgende DNA-Fragmente isoliert und miteinander verbunden wurden (Abb.39): 1 ., das Xbal/Bglll-Fragment 
aus dem Plasmid p4xHis-DHFR mit der Replikationsregion, dem bla-Gen, dem Promotor N250PSN250P29, 
der Ribosomenbindungsstelle RBSH,4xHis und dem dhfr-Gen und 2., das Bglll/Xbal- Fragment aus dem 

40 Plasmid pRBSII-4xHis mit der fur 4 Histidine kodierenden Region, dem Terminator to.dem cat-Gen und dem 
Terminator T1. 

Beispiel 17 

45 Herstellung des NTA-Harzes 

41,7 g Bromessigsaure wurden in 150 ml 2N Natronlauge gelost und auf 0*C gekuhlt. Dazu wurde 
unter Ruhren eine Losung von 42 g N'-Z-L-Lysin in 225 ml 2N Natronlauge bei 0*C langsam zugetropft. 
Nach 2 Stunden wurde die KUhlung abgesteilt und Uber Nacht weitergerUhrt Dann wurde das Reaktionsge- 

50 misch wahrend 2 Stunden bei 50 *C gehalten und anschliessend wurden 450 ml 1N Salzsaure zugesetzt. 
Nachdem das Gemisch abgekuhft war wurden die ausgeschiedenen Kristalle abfiltriert Das Produkt wurde 
in 1N Natronlauge gelost und mit der gleichen Menge 1N Salzsaure erneut gefallt und abfiltriert. Es wurden 
40 g N-[5-Benzy1oxycarbonylamino-1-carboxypentyl]-iminodiessigsaure in Form weisser Kristalle, Smp. 
172-1 74 *C (Zers.). Mo = +9,9' (c = 1; 0.1 N NaOH), erharten. 

55 7,9 g des erhaltenen Lysinderivats wurden in 49 ml 1 N Natronlauge gelost und nach Zusatz einer 
Spatelspitze 5% Pd/C bei Raumtemperatur und Normaldruck hydnert. Der Katalysator wurde abfiltriert und 
das Filtrat eingedampft. Es resultierten 6,2 g N-[5-Amino-1-carboxypentyl]-iminodiessigsaure, deren Struk- 
tur, NH 2 -(CH 2 )4-CH(COOH)-N(CH 2 COOH)2, durch das NMR-Spektrum bestatigt wurde. 
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100 ml Sepharose® CL-6B (Pharmacia) wurden auf einer Glasfilternutsche zweimal mit ca. 500 ml 
Wasser gewaschen unci dann in einem 500 mt Rundkolben mit 16 ml 4N Natrontauge und 8,22 ml 
Epibromhydrin 4 Stunden bei 30 *C umgesetzt. Das Totalvolumen des Reaktionsgemisches war 200 ml. 
Anschliessend wurde die aktivierte Sepharose abfiltriert, mit Wasser neutral gewaschen und zuruck in das 

5 Reaktionsgefass transferiert. 6,5 g N-[5-Amino-1-carboxypentyl]-iminodiessigsaure wurden in 50 ml Wasser 
gelost und zusammen mit 10,6 g festem Soda zur aktivierten Sepharose gegeben. Das Gemisch wurde bei 
60 *C Uber Nacht langsam geruhrt. Das resultierende Chelatharz mit der Formel [Sepharose® CL-6BJ-0- 
CH2-CH(OH)-CH2-NH-(CH 2 )4-CH(COOH)-N(CH 2 COOH)2 (NTA-Harz) wurde anschliessend in einer Chroma- 
tographiesaule nacheinander mit 500 ml Wasser, 100 ml wassrigem NiS0 4 »6H 2 0 (2 Gew.-%), 200 ml 

/o Wasser, 200 ml 0.2M Essigsaure (enthaltend 0,2M NaCI und 0,1 Gew./Vol.% Tween 20) und 200 ml Wasser 
gewaschen. Die Nickelionenkonzentration des resultierenden Chelatharzes der Formel [Sepharose® CL-6B]- 
0-CH2-CH{OH)-CH2-NH-(CH 2 )4-CH(COOH)-N(CH 2 COO-)2Nt 2+ betrug etwa 7,1 Mikromol/ml. 

Beispiel 18 

15 

Metallchelat Affinitats-Chromatographie mit gereinigtem IFN-y 

Eine Saule (0 1,6 cm, Lange = 7,0 cm) wurde mit metallfreiem Chelatharz der Formel [Sepharose® 
CL-6BJ-0-CH2 -CH(OH)-CH2 -NH-(CH 2 )* -CH(COOH)-N(CH 2 COOHfe (NTA-Harz) gefUllt und das Harz durch 
20 Spulen mit dem dreifachen Saulenvolumen 0,1 M NiSOi»5H 2 0 und anschliessendes Waschen mit dem 
dreifachen Saulenvolumen 0,2M Essigsaure in die Nickeiform gebracht. Anschliessend wurde mit 0,1 M 
Tris*HCI Puffer (pH 7,5) und 0.5M NaCI aquilibriert (Durchfluss jeweils 60 ml/Std.). 

1 mg gereinigtes IFN-y (Beisp. 3, Aminosauresequenz siehe Abb.40) wurde in 3 ml Aequilibrierungspuf- 
fer aufgenommen und auf die Saule aufgetragen. Mittels Enzymimmunoassay [Gallati, H., J. Clin. Chem. 
25 Clin. Biochem. 20, 907-914 (1982)] konnte nachgewiesen werden, dass trotz der beiden proteininternen 
Strukturelemente Gly-His-Ser und lle-His-Glu keine Bindung an der NTA-Saule erfolgte. 

Beispiel 19 

30 Reinigung von His,His-Xa-IFN-7 mittels NTA-Harz 

E. coli M15 Zellen, enthaltend die Plasmide pDMI,1 und pHis,His-Xa-IFN-7 (Beisp. 6), wurden in 1 Liter 
LB-Medium, enthaltend 100 ug/ml Ampicillin und 25 ug/ml Kanamycin, bei 37 'C bis zu einer optischen 
Dichte von ODeoo = 0,6 wachsen gelassen. Dann wurde IPTG hinzugegeben (Endkonzentration 0,5mM) 

35 und die Zellen wurden fur weitere 4 Stunden inkubiert. Anschliessend wurden die Zellen durch Zentrrfuga- 
tion (4000 x g, 10 min, 4*C) vom Kulturmedium abgetrennt (5 g Nassgewicht) und mit 15 ml 7M 
Guanidin-HCI und 0,01 M Natriumborat (pH 8) aufgeschlossen (1 Std, 4'C, Magnetruhrer). Der so gewonne- 
ne Rohextrakt wurde zentrifugiert (10'000 x g, 15', 4'C), der Ueberstand 10-fach mit 0,1 M Tris*HCI Puffer 
(pH 7,5) und 0.5M NaCI verdunnt. abermals zentrifugiert (10'000 x g, 15', 4'C) und auf die gleiche, wie in 

40 Beispiel 18 beschriebene NTA-Saule aufgepumpt. Anschliessend wurde die Saule mit Aequilibrierungspuf- 
fer so lange gewaschen, bis der UV-Detektor (280 mm) wieder den Basiswert anzeigte. Die Elution des 
His,His-Xa-IFN-7erfolgte durch Senken des pH-Wertes auf 5,5. Mittels Enzymimmunoassay [Gallati, H. t 
supra] konnte nachgewiesen werden, dass dieses Protein quantitativ von der NTA-Saule absorbiert wurde 
und erst durch Senken des pH-Wertes eluiert wurde. Mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und RP- 

45 18 HPLC konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei dem erhaltenen Protein urn reines His,His-IFN-y - 
(Reinheit > 90%) handelte. Die erwartete aminoterminale Sequenz Met-His-Ala-Gly-lle-Glu-Gly-Arg-Gln... 
wurde durch Edman-Abbau bestatigt. 

Beispiel 20 

50 

Reinigung von His,His-Ek-IFN-^(-8) mittels NTA-Harz 

His,His-Ek-IFN-y(-8) (Beisp.7) wurde in zu Beispiel 19 analoger Weise in E. coli exprimiert, extrahiert 
und uber die NTA-Saule gereinigt. Dieses Fusionsprotein wurde ebenfalls bei pH 7,5 an die NTA-Saule 
55 gebunden und durch Senkung des pH-Wertes auf 5,5 in reiner Form eiuiert (Reinheit > 90%). Die erwartete 
Sequenz Met-His-His-Ala-Gly-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-Gln.... wurde durch Edman-Abbau bestatigt. 
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Beispiel 21 

Reiniqung von His-His-Xa-iFN-7(-8)(Asn) mittels NTA-Harz 

His His-Xa-IFN- 7 (-8)(Asn) (Beisp. 8) wurde in zu Beispiel 19 analoger Weise in E. coli exprimiert, 
extrahiert und uber die NTA-Saule gereinigt. Dieses Protein wurde ebenfails bet pH 7,5 an die NTA-Saule 
gebunden und durch Senkung des pH-Wertes auf 5,5 in reiner Form eluiert (Reinheit > 90%). 

1 mg des so erhaltenen His-His-Xa-IFN- 7 (-8)(Asn) wurde gegen 0,1 M Tris-HCI (pH 7,5), 0.5M NaCl und 
1mM CaCI 2 dialysiert. Das Dialysat (5 ml) wurde mit 100 ul < = 1U) Gerinnungsfaktor Xa versetzt 
(Boehringer/Mannheim) und fur 16 Stunden bei 22 -C inkubiert. Der enzymatische Abbau des His.His- 
Affinitatspeptids wurde mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nachgewiesen. 

Zwecks Abtrennung von Salzen, Rinderserumalbumin (Bestandteil des kauflichen Faktor Xa Praparates) 
und Faktor Xa wurde die Inkubationsmischung zuerst gegen Wasser dialysiert. dann lyophilisiert und 
anschliessend an einer RP-18 HPLC-Saule (Nucleosil 5C18 Saule von Brownlee Labs, Fliessmittel 0,1% 
Trifluoressigsaure, Gradient mit Acetonitril, Durchfluss 1 ml/min) chromatographiert. Das resultierende 
gereinigte Protein wurde dann vom Losungsmittel befrett und einem Edman-Abbau untenworfen. Mittels 
dieser Methode konnte die erwartete aminoterminale Sequenz Gln-Asn-Pro-Tyr bestatigt werden. 

Dieses Experiment zeigt, dass die Affinitatssequenz am NH 2 -Terminus des His-His-Xa-lFN-7(-8)(Asn) 
nach der Metallchelat-Affinitatschromatographie sauber abgespalten werden kann. 

Beispiel 22 

Reinigung von (Hisfc-mDHFR mittels NTA-Harz in 6M Guanidin«HCI 

(His^-mDHFR (Beispiel 9) wurde in zu Beispiel 19 analoger Weise in E. coli exprimiert. Die Zellen 
wurden mit 6M Guanidin-HCI in 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 8,0) aufgeschtossen (5 ml Pufferlosung 
pro 1 g Zellen 1 Std., 22 Magnetruhrer). Der so gewonnene Rohextrakt wurde anschliessend zentrifu- 
giert und der Ueberstand auf die gleiche, wie in Beispiel 18 beschriebene NTA-Saule aufgepumpt. Mit 
Ausnahme der verwendet Pufferlosungen wurde die Chromatographie analog zu Beispiel 19 durchgefuhrt 
Die verwendeten Puffer enthielten jeweils 6M Guanidin-HCI in 0.1M Natriumphosphatpuffer mit den 
folgenden pH-Werten: pH 8,0 zum Auftragen der Proteine, pH 6,0 zum Auswaschen der nicht gebundenen 
E coli-Proteine und pH 4,5 zur Elution des (Hisfc-mDHFR. Das erhaltene Eluat wurde gegen Wasser 
dialysiert und anschliessend lyophilisiert. Mittels SDS-Polyacrylamidgelektrophorese konnte nachgewiesen 
werden dass es sich bei dem erhaltenen Protein urn reines (His^-mDHFR (Reinheit >90%) handette. D«e 
erwartete Sequenz Met-Arg-Gly-Ser-His-His-His-His-His-His-Gly-Ser-lle-Met... wurde durch Edmann-Abbau 
bestatigt. 



Beispiel 23 

40 Reinigung von (His>4-mDHFR-(His)* mittels NTA-Harz in 6M Guanidin»HCI 

(His)i-mDHFR-(His)* (Beispiel 16) wurde in zu Beispiel 19 analoger Weise in E. coli exprimiert, 
extrahiert und uber die NTA-Saule gereinigt. Anstelle des in Beispiel 22 verwendeten Stufengradienten 
wurde ein linearer pH-Gradient (pH 8,0 bis pH 4.0, 2 Stunden) zur Elution verwendet. <His)4-mDHFR-(H.s)4- 
Fusionsprotein wurde bei pH 4,9 eluiert und wies eine Reinheit von mindestens 90% auf. 
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Beispiel 24 

Reinigung von Met-mDHFR-(His)e mittels NTA-Harz in 6M Harnstoff 

Met-mDHFR-(Hisk (Beispiel 14) wurde in zu Beispiel 19 analoger Weise in E. coli exprimiert. Die 
abzentrifugierten Zellen wurden mit 6M Harnstoff in 0,05M Natriumphosphatpuffer (pH 7,5) (1 g Zellen pro 
10 ml Pufferlosung) und Ultraschall (10 Minuten) extrahiert. Nach dem Abzentrifugieren der Zelttrummer 
wurde der Ueberstand auf e.ne mit Extrakt ions puffer aquilibrierte NTA-Saule (4,5 cm x 2,6 cm) aufgetragen. 
Nach dem Waschen der Saule mit Extrakti on s puffer wurde das Met-mDHFR-tHisfc-Fusionprotein mit e.nem 
linearen pH-Gradienten von pH 7,5 (Extraktionspuffer) bis pH 4,8 (0.05M Natriumphosphatpuffer enthaltend 
6M Harnstoff) wahrend 5 Stunden und e.ner Pumpgeschwmdigkeit von 18 ml pro Stunde eluiert. Die 
Frakt.onen welche Protein enthielten, wurden mittels SDS-Polyacrylamidgelektrophorese analysiert Es 



25 



EP 0 282 042 B1 



wurclen 9 mg Met-mDHFR-(His)fc -Fusionsprotein mit einer Reinheit >90% erhalten. 
Beispiel 25 

Reinigung von Met-mDHFR-(His)2 mittels NTA-Harz 

Met-mDHFR-(His>2 (Beispiel 15) wurde in zu Beispiel 19 anatoger Weise in E. coli exprimiert. Die 
abzentrifugierten Zellen wurden in 0.05M Kaliumphosphatpuffer (pH 8,0), enthaltend 0,1 M Kaiiumchlorid und 
0,1% Tween 20, wahrend 15 Minuten im Eisbad mit Ultraschall behandelt (1 g Zellen pro 10 ml 
Pufferlosung). Anschliessend wurden die Zelltrummer abzentrifugiert und der klare Ueberstand auf eine mit 
Extraktionspuffer aquilibrierte NTA-Saule (4,6 cm x 2,6 cm) aufgetragen. Die Saule wurde mit Extraktions- 
putfer gewaschen und das Met-mDHFR-(His)2-Fusionsprotein mit einem linearen pH-Gradienten von pH 8,0 
(Extraktionspuffer) bis pH 5,0 (0.05M Kaliumphosphatpuffer enthaltend 0,1 M Kaiiumchlorid und 0,1% Tween 
20) wahrend 10 Stunden und einer Pumpgeschwindigkeit von 50 ml pro Stunde eluiert. Die Gipfel- 
Fraktionen des Eluates wurden mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert. Es wurden 7 rng 
Met-mDHFR-(His>2-Fusionsprotein mit einer Reinheit von >85% erhalten. 

3 mg des so erhaltenen Fusionsproteins Met-mDHFR-(His)2 wurden gegen 0.05M Tris-HCI (pH 6,0) bei 
6*C dialysiert. Die Proteinlosung wurde dann mit 0,5M NaOH auf pH 9,0 eingestellt und bei 37 *C in 
Gegenwart von 8,5 Einheiten Carboxypeptidase A aus Rinderpankreas (Serva, Feinbiochemica, Heidelberg 
BRD) inkubiert. Nach 0, 15, 30, 90 und 180 Minuten wurden Proben entnommen und mittels HPLC auf ihren 
Histidingehalt analysiert. Nach 480 Minuten wurde der pH-Wert auf 8,0 abgesenkt und das Reaktionsge- 
misch auf eine, mrt 0,05M Kaliumphosphatpuffer (pH 8) aquilibrierte NTA-Saule gepumpt. Das im Reak- 
tionsgemisch enthaltene Protein wurde mittels SDS-Polyacrylamidgelektrophorese im Durchfluss nachge- 
wiesen. Zusatzlich wurde in den Proben, welche nach 15, 30, 90 und 180 Minuten aus der Proteinlosung 
entnommen worden waren, eine mit der Zeit zunehmende Menge von Histidinresten nachgewiesen. 

Dieses Experiment zeigt, dass die Affinitatssequenz am Carboxylterminus nach der Reinigung am NTA- 
Harz sauber entfernt werden kann. 

PatentansprtJche 

1. Fusionsproteine bestehend aus einem oder zwei Affinitatspeptiden, welche mindestens zwei direkt 
nebeneinander stehende Histidinreste enthalten und eine hohe Affinitat fUr einen Liganden haben. und 
einem an diese Affinitatspeptide direkt Oder indirekt gebundenen biologisch aktiven Polypeptid Oder 
Protein. 

Z Fusionsproteine gemass Anspruch 1 , worin die Affinitatspeptide die Formel 
R^JHisfe-i-R 2 
aufweisen, 

worin R 1 Wasserstoff, eine Aminosaure Oder eine Sequenz von mehreren Aminosauren ist, R 2 Q, 
Q-lle-Glu-Gly-Arg- oder Q-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys- darstellt und Q eine Peptidbtndung, eine Aminosaure 
oder eine Sequenz von mehreren, max. 30 Aminosauren ist. 

3. Fusionsproteine gemass Anspruch 1 oder 2, worin die Affinitatspeptide eine Peptidsequenz der 
Formeln 
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Met-His-His , 

Met-His-His-His , 

Met -His -His -His -His , 

Met -His -His -His -His -His , 

Ket-His-His-His-His-His-His . 

Met-His-His-Ala-Gly-Ile-Glu-Gly-Arg 

Met-His-His-Ala-Gly-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys 



aufweisen. 

4 Fusionsproteine gemass einem der AnsprUche 1-3. worin ein Affinitatspeptid direkt Oder indirekt an die 
aminoterminale oder die carboxyterminale Aminosaure des biotogisch aktiven Polypeptids oder Pro- 
teins gebunden ist. 

5. Fusionsproteine gemass einem der AnsprUche 1-3, worin ein Affinitatspeptid direkt oder indirekt an die 
aminoterminale Aminosaure und ein weiteres an die carboxyterminale Aminosaure des biologisch 
aktiven Polypeptids oder Proteins gebunden ist. 

6. Fusionsproteine gemass einem der AnsprUche 1-5, worin die Affinitatspeptide immobilisierte Nickelio- 
nen komplexieren. 

7 Fusionsproteine gemass einem der Anspruche 1-6, worin das biologisch aktive Polypeptid oder Protein 
die Aminosauresequenz eines Human-lmmun-lnterferons oder Teilsequenzen davon oder die Amino- 
sauresequenz der Dihydrofolatreduktase der Maus aufweist. 

8. Ein bakteriell hergestelltes Fusionsprotein gemass einem der Anspruche 1-7. 

9. Ein durch E. coli hergestelltes Fusionsprotein gemSss einem der Anspruche 1-7. 

10. Ein Fusionsprotein gemass einem der Anspruche 1-9 in homogener Form. 

11. Gene, die fur ein Fusionsprotein gemSss einem der Anspruche 1-9 kodieren. 

12. Expressionsvektoren, in denen ein Gen gemass Anspruch 11 operativ an eine Expressionskontrollse- 
quenz gebunden ist. 

13. Expressionsvektoren gemass Anspruch 12, die in einem gram-negativen Bakterium replizieren konnen. 

14. Expressionsvektoren gemass Anspruch 13, die in E. coli replizieren konnen. 

15. Mit einem Expressionsvektor gemass den Anspruchen 12-14 transform iertes Bakterium. 

16. Mit einem Expressionsvektor gemass den Anspruchen 12-14 transform ierter E. coli Stamm. 

17. Mit einem Expressionsvektor gemass den Anspruchen 12-14 transformierter E. coli M15 Stamm. 

18. Verfahren zur Reinigung eines Fusionsproteins gemass einem der Anspruche 1-9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man eine Losung enthaltend genanntes Fusionsprotein mit einem Metallchelatharz 
folgender Struktur 

Tragermatnx-Spacer-NH-(CH 2 )x-CH(COOH)-N(CH2COO-)2 Ni 2+ 
worin X 2, 3 oder 4 bedeuiet, 
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in Kontakt bringt und das genannte Fusionsprotein durch Behandlung des beladenen Harzes mit einer 
Waschflussigkeit etuiert. 

19. Verfahren gemass Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei der Tragermatrix urn 
5 Sepharose® CL-6B handelt. 

20. Verfahren gemass Anspruch 18 Oder 19, dadurch gekennzeichnet, dass der Spacer -O-CO- oder -O 
CH 2 -CH(OH)-CH 2 - ist. 

to 21. Verfahren zur Reinigung eines biologisch aktiven Polypeptids Oder Proteins, dadurch gekennzeichnet, 
dass man es als Fusionsprotein gemass einem der Anspruche 1-9 mittels eines Verfahrens gemass 
einem der Anspruche 18-20 reinigt und dann durch selektive Abspaltung das Affinitatspeptid entfernt. 

22. Verfahren gemass Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass zur Abspaltung des Affinitatspeptids 
is eine Protease verwendet wird. 

23. Verfahren gemass Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bet der Protease um den Faktor 
Xa handelt. 

20 24. Impfstoffe enthaltend ein Fusionsprotein gemass einem der Anspruche 1-10 und ein physiologisch 
vertragliches Tragermaterial. 

25. Reagenzien zur Bestimmung von Infektionskrankheiten enthaltend ein Fusionsprotein gemass einem 
der Anspruche 1-10. 

25 

26. Verwendung eines Fusionsproteins gemass einem der Anspruche 1-9 zur Reinigung eines biologisch 
aktiven Polypeptids mittels eines Verfahrens gemass einem der AnsprGche 21-23. 

27. Expressionsvektoren, in denen eine Nukleotidsequenz, die fur ein Affinitatspeptid gemass Anspruch 3 
30 kodiert, operativ an eine Expressionskontrollsequenz gebunden ist. 

Claims 

1. Fusion proteins consisting of one or two affinity peptides, which contain at least two directly neigh- 
35 bouring histidine residues and which have high affinity for a ligand, and a biologically active polypep- 
tide or protein linked directly or indirectly to thisAhese affinity peptide(s). 

2. Fusion proteins in accordance with claim 1 , wherein the affinity peptide has the formula 
40 RMHis^-R 2 

wherein R 1 represents hydrogen, an amino acid or a sequence of several amino acids, R 2 
represents Q, Q-lle-Glu-Gly-Arg-or Q-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys- and Q is a peptide bond, an amino acid or 
a sequence of several, max. 30, amino acids. 

45 

3. Fusion proteins in accordance with claim 1 or 2, wherein in the affinity peptide has a peptide sequence 
of the formula 
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or 



Met-His-His 

Met-His-His-His 

Met-His-His-His-His 

Met-His-His-His-His-His 

Met-His-His-His-His-His-His 

Met-His-His-Ala-Gly-lle-Giu-Gly-Arg 

Met-His-His-Ala-Gly-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys. 



4. Fusion proteins in accordance with any one of claims 1-3, wherein one affinity peptide is linked directly 
or indirectly to the amino terminal or the carboxy terminal amino acid of the biologically active 
polypeptide or protein. 

5. Fusion proteins in accordance with any one of claims 1-3, wherein one affinity peptide is linked directly 
or indirectly to the amino terminal amino acid of the biologically active polypeptide or protein and a 
further affinity peptide is linked to the carboxy terminal amino acid of the biologically active polypeptide 
or protein. 

6. Fusion proteins in accordance with any one of claims 1-5, wherein the affinity peptides complex 
immobilized nickel ions. 

7. Fusion proteins in accordance with any one of claims 1-6, wherein the biologically active polypeptide or 
protein has the amino acid sequence of a human immune interferon or partial sequences thereof or the 
amino acid sequence of mouse dihydrofolate reductase. 

8. A bacterially prepared fusion protein in accordance with any one of claims 1-7. 

9. A fusion protein in accordance with any one of claims 1-7 prepared by E. coli. 

10. A fusion protein in accordance with any one of claims 1-9 in homogeneous form. 

11. Genes which code for a fusion protein in accordance with any one claims 1-9. 

12. Expression vectors in which a gene in accordance with claim 11 is operatively linked to an expression 
control sequence. 

13. Expression vectors in accordance with claim 12 which can replicate in a gram-negative bacterium. 

14. Expression vectors in accordance with claim 13 which can replicate in E. coli. 

15. A bacterium transformed with an expression vector in accordance with claims 12-14. 

16. An E. coli strain transformed with an expression vector in accordance with claims 12-14. 

17. E. coli M15 strain transformed with an expression vector in accordance with claims 12-14. 

18. A process for the purification of a fusion protein in accordance with any one of claims 1*9, 
characterized by bringing a solution containing the said fusion protein into contact with a metal chelate 
resin of the following structure 

Carrier matrix-spacer-NH-{CH 2 )x-CH(COOH)-N(CH 2 COO-)2 Ni 2+ 
wherein X signifies 2, 3 or 4, 
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and eluting the said fusion protein by treating the loaded resin with a wash liquid. 
19. A process in accordance with claim 18, wherein the carrier matrix is Sepharose® CL-6B. 
5 20. A process in accordance with claim 18 or 19, wherein the spacer is -O-CO-or -0-CH 2 -CH(OH)-CH2-. 

21. A process for the purification of a biologically active polypeptide or protein, characterized by purifying it 
as a fusion protein in accordance with any one of claims 1-9 by means of a process in accordance with 
any one of claims 18-20 and then removing the affinity peptide by selective cleavage 

w 

22. A process in accordance with claim 21 , characterized in that a protease is used for the cleavage of the 
affinity peptide. 

23. A process in accordance with claim 22, characterized in that the protease is factor Xa. 

15 

24. Vaccines containing a fusion protein in accordance with any one of claims 1-10 and a physiologically 
compatible carrier material. 

25. Reagents for the determination of infectious diseases, containing a fusion protein in accordance with 
20 any one of claims 1-10. 

26. The use of a fusion protein in accordance with any one of claims 1-9 for the purification of a 
biologically active polypeptide by means of a process in accordance with any one of claims 21-23. 

25 27. Expression vectors in which a nucleotide sequence which codes for an affinity peptide in accordance 
with claim 3 is operatively linked to an expression control sequence. 

Revendlcatlons 

30 1. Prolines fusionnees consistant en un ou deux peptides d'affinite\ qui contiennent au moins deux restes 
histidine directement vicinaux et ont une affinite elevee pour un ligand, et en un polypeptide ou une 
proteine biologiquement actif, lie directement ou indirectement a ces peptides d'affinite\ 

2. Proteines fusionnees selon la revendication 1, dans lesquelles les peptides d'affinite repondent a la 
35 formule 

R 1 - (Hisfe-* - R 2 

ou R 1 est I'hydrogene, un acide amine" ou une sequence de plusieurs acides amines, R 2 repn§sente 
40 Q, Q-lle-Glu-Gly-Arg- ou Q- Asp- Asp- Asp- Asp- Lys- et Q est une liaison peptidique, un acide amine* ou 
une sequence de plusieurs , au maximum 30, acides amines. 

3. Prolines fusionnees selon I'une des revendications 1 ou 2, dans lesquelJes les peptides d'affinite 
presentent une sequence peptidique repondant aux formules 

45 

His-His, 
His-His-Kis, 
His-His-His-His, 
His-His -His-His -His, 
His-His -His -Hifl -His-His, 
His-His -Ala-Gly-Ile-Glu-Gly-Arg 
ou Met-His-His-Ala-Gly-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys . 
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Met 

Met- 

Met- 

Met- 
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4. Proteines fusionnees selon Tune quelconque des revendications 1-3, dans lesquelles un peptide 
d'affinite est lie directement ou indirectement a I'acide amine aminoterminal ou a I'acide amine 
carboxyterminal du polypeptide ou de la proteine biologiquement actif. 

5. Proteines fusionnees selon I'une quelconque des revendications 1-3, dans lesquelles un peptide 
d'affinite est lie directement ou indirectement a I'acide amine aminoterminal et un autre a I'acide amine 
carboxyterminal du polypeptide ou de la proline biologiquement actif. 

6. Proteines fusionnees selon I'une quelconque des revendications 1-5, dans lesquelles les peptides 
d'affinite complexent des ions nickel immobilises. 

7. Proteines fusionnees selon I'une quelconque des revendications 1-6, dans lesquelles le polypeptide ou 
la proteine biologiquement actif presente la sequence d'acides amines d'un interferon immunitaire 
humain ou des sequences partielles de celui-ci ou la sequence d'acides amines de la dihydrofolate- 
reductase de souris. 

8. Proteine fusionnee preparee par voie bacterienne selon I'une quelconque des revendications 1-7. 

9. Proline fusionnee preparee au moyen d*E. coli selon I'une quelconque des revendications 1-7. 

10. Proteine fusionnee selon I'une quelconque des revendications 1-9 sous une forme homogene. 

11. Genes, qui codent pour une proteine fusionnee selon I'une quelconque des revendications 1-9. 

12. Vecteurs d'expression, dans iesquels un gene selon la revendication 11 est lie de fagon operationnelle 
a une sequence de regulation d'expression. 

13. Vecteurs d'expression selon la revendication 12, qui peuvent se repliquer dans une bacterie Gram 
negative. 

14. Vecteurs d'expression selon la revendication 13, qui peuvent se repliquer dans E. coli. 

15. Bacterie transformee avec un vecteur d'expression selon I'une quelconque des revendications 12-14. 

16. Souche d'E. coli transformee avec un vecteur d'expression selon I'une quelconque des revendications 
12-14. 

17. Souche M15 d'E. coli transformee avec un vecteur d'expression selon I'une quelconque des revendica- 
tions 12-14. 

18. Procede pour la purification d'une proteine fusionnee selon I'une quelconque des revendications 1-9, 
caracterisee eh ce qu'on met en contact une solution contenant ladite proteine fusionnee avec une 
resine de chelate de metal ayant la structure suivante 

matrice support-espaceur-NH-(CH 2 ) x -CH(COOH)-N(CH 2 COO-)2 Ni 2+ 

ou X est le nombre 2, 3 ou 4, 
et on elue la proteine fusionnee susdite par traitement de la resine chargee avec un fluide de lavage. 

19. Procede selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il s'agit pour la matrice support de Sepharose® 
CL-6B. 

20. Procede selon I'une des revendications 18 ou 19, caracterise en ce que I'espaceur est -O-CO ou -O- 
CH 2 -CH(OH)-CH 2 -. 

21. Procede pour la purification d'un polypeptide ou d'une proteine biologiquement actif, caracterise en ce 
qu'on le purifie sous forme de proteine fusionnee selon I'une quelconque des revendications 1-9 au 
moyen d'un procede selon Tune quelconque des revendications 18-20 et ensuite on elimine le peptide 
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d'affinite par separation selective. 

22. Procede selon la revendication 21, caracterise en ce qu'on utilise une protease pour la separation du 
peptide d'affinite. 

5 

23. Procede selon la revendication 22, caracterise en ce qu'il s'agit, en ce qui concerne la protease, du 
facteur Xa. 

24. Substances inoculantes contenant une proline fusionnee selon I'une quelconque des revendications 1- 
io 10 et une matiere support physiologiquement acceptable. 

25. Reactifs pour la determination de maladies infectieuses contenant une proteine fusionnee selon Tune 
quelconque des revendications 1-10. 

is 26. Utilisation d'une proteine fusionnee selon I'une quelconque des revendications 1-9 pour la purification 
d'un polypeptide biologiquement actif au moyen d'un procede selon Tune quelconque des revendica- 
tions 21-23. 

27. Vecteurs d'expression, dans lesquels une sequence nucl^otidique, qui code pour un peptide d'affinite* 
20 selon la revendication 3, est lie* de fagon operationnelle a une sequence de regulation d'expression. 
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Abb il dung 1 
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Abbildung 2 



10 20 30 40 50 

0 CCTCGAGGCT GGCATCCCTA ACA7A7CCGA ATGGTTACTT AAACAACGGA 
50 GGACTAGCGT ATCCCTTCGC ATAGGGTTTG AGTTAGATAA AGTATATGCT 
100 GAAC7TTCTT CTTTGCTCAA AGAATCATAA AAAATTTATT TGCTTTCAGG 
150 AAAATTTTTC TGTATAATAG ATTCAAATTG TGAGCGGATA ACAATTTGAA 
200 TTCATTAAAG AGGAGAAATT AAGC ATCCGA GGATCCGGCA TCATGGTTCG 
250 ACCATTGAAC TGCATCGTCG CCGTGTCCCA AAATATGGGG ATTGGCAAGA 
300 ACGGAGACCT ACCCTGGCCT CCGCTCAGGA ACGAGTTCAA GTACTTCCAA 
3 50 AGAATGACC A CAACCTCTTC AGTGGAAGGT AAACAGAATC TGGTGATTA7 
400 GGGTAGGAAA ACCTGGTTCT CCAT7CCTGA GAAGAATCGA CC7TTAAAGG 
450 ACAGAA77AA 7A7AG77C7C AG7AGAGAAC 7CAAAGAACC ACCACGAGGA 
500 GC7CA7777C 77GCCAAAAG 777GGA7GA7 GCC77AAGAC 77A77GAACA 
550 ACCCGAA77G GCAAG7AAAG 7AGACA7GG7 77GGA7AG7C GGAGGCAG77 
600 C7G777ACCA GGAAGCCA7G AA7CAACCAG GCCACC77AG AC7C777C7G 
650 ACAAGGA7CA 7GCAGGAA77 7GAAAG7GAC ACG77777CC CAGAAA77GA 
700 777GGGGAAA 7A7AAAC77C 7CCCAGAA7A CCCAGGCG7C C7C7C7GAGG 
750 7CCAGGAGGA AAAAGGCA7C AAG7A7AAG7 77CAAG7C7A CGAGAAGAAA 
800 GAC7AACAGC AAGA7GC777 CAAG77C7C7 GC7CCCC7CC 7AAAGC7A7G 
3 50 CA77777A7A AGACCA7GGG AC7777GC7G GC777AGA7C CGGCCAAGC7 
900 7GGAC7CC7G 77GA7AGA7C CAG7AA7GAC C7CAGAAC7C CA7C7GCA77 
9 50 7G77CAGAAC GC7CGG77GC CGCCGGGCG7 77777 A77GG 7GAGAA7CCA 
1000 AGC7AGC77G GCGAGA7777 CAGGAGC7AA GGAAGC7AAA A7GGAGAAAA 
10 50 AAA7C AC7GG A7A7ACCACC G77GA7A7A7 CCCAA7GGCA 7CG7AAAGAA 
1100 CA7777GAGG CA777CAG7C AG77GC7CAA 7G7ACC7A7A ACCAGACCG7 
1150 7CAGC7GGA7 A77ACGGCC7 7777AAAGAC CG7AAAGAAA AA7AAGCACA 
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2 (Fortsetzung) 






10 


20 


J U 


ti n 
H U 


50 


1 200 


AGTTTTATCC 


GGCCTTTATT 


CACA77C77G 


CCCGCC7GA7 


GAA7GC7CA7 


1 250 


CCCGAATTTC 


GTATGGCAAT 


GAAAGACGG7 


GAGC7GG7GA 


7A7GGGA7AG 


1 300 


TCTTCACCCT 


TGTTACACCG 


7777CCA7GA 


GCAAAC7GAA 


ACG7777CA7 


1 350 


CGCTCTGCAG 


TGAATACCAC 


GACGA777CC 


GGCAG777CT 


ACACA7A7A7 


1400 


TCGCAAGATG 


TGGCGTGTTA 


CGG7GAAAAC 


C7GGCC7A7T 


7CCC7AAAGG 


1450 


GTTTAT7GAG 


AA7A7GTTT7 


7CG7C7CAGC 


CAA7CCC7GG 


G7GAG777CA 


1 500 


CCAGTTTTGA 


777AAACG7G 


GCCAA7A7GG 


ACAAC77C7T 


CGCCCCCG77 


1 550 


TTCACCATGG 


GCAAA7A77A 


7ACGCAAGGC 


GACAAGG7GC 


7GA7GCCGC7 


1600 


GGCGATT&AG 


G77CA7CA7G 


CCG7C7G7GA 


7GGC77GCAT 


C7CGGCAGAA 


1650 


TGCTTAATGA 


A77ACAACAG 


7AC7GCGA7G 


AG7GGCAGGG 


CGGGGCG7AA 


1700 


TTTTTTTAAG 


GCAG77A77G 


G7GCCC77AA 


ACGCC7GGGG 


7AA7GAC7C7 


1750 


CTAGC7TGAG 


GCA7CAAA7A 


AAACGAAAGG 


C7CAG7CGAA 


AGAC7GGGCC 


1800 


TTTCGTTTTA 


7C7G77G777 


G7CGG7GAAC 


GC7C7CC7GA 


G7AGGACAAA 


1650 


TCCGCCGCTC 


7AGAGC 
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206 
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Abbildung 4 



10 20 30 40 50 

0 CCTCGAGGCT GGCATCCCTA ACATATCCGA ATGGTTACTT AAACAACGCA 
50 GGACTAGCGT A7CCCTTCGC ATAGGGTT7G AGTTAGATAA AG7ATATGCT 
100 GAACTTTCTT C7TTGCTCAA AGAA7CA7AA AAAA777A77 7GC777CAGG 
150 AAAA77777C 7G7A7AATAG A77CAAA77G 7GAGCGGA7A ACAA777GAA 
200 77CA77AAAG AGGAGAAA77 AAC7 A7GAGG GGA7CCG7CG ACC7GC AGCQ 
250 AAGC77GCCG AGA7777CAG GAGC7AAGGA AGC7AAAA7G GAGAAAAAAA 
300 7CAC7GGA7A 7ACCACCG77 GA7A7A7CCC AA7GGCA7CG 7AAAGAACA7 
350 777GAGGCA7 77CAG7CAG7 7GC7CAA7G7 ACC7A7AACC AGACCG77CA 
400 GCTGGA7A77 ACGGCC7777 7AAACACCG7 AAAGAAAAA7 AAGCACAAG7 
450 777A7CCGGC C777A77CAC A77C77GCCC GCC7GA7GAA 7GC7CA7CCG 
500 GAA777CG7A 7GGCAA7GAA AGACGG7GAG C7GG7GA7A7 GGGA7AG7G7 
550 TCACCC77G7 7ACACCG777 7CCA7GAGCA AAC7GAAACG 7777CA7CGC 
600 7CTGGAG7GA A7ACCACGAC GA777CCGGC AG777C7ACA CA7A7A77CG 
650 CAAGA7G7GG CG7G77ACGG 7GAAAACC7G GCC7A777CC C7AAAGGG77 
700 7A77GAGAA7 A7G77777CG 7C7CAGCCAA 7CCC7GGG7G AG777CACCA 
750 G7777GA777 AAACG7GCCC AA7A7GGACA AC77C77CGC CCCCG7777C 
800 ACCA7GGGCA AA7A77A7AC GCAAGGCGAC AAGG7GC7GA 7GCCGC7GGC 
850 GA77CAGG77 CA7CA7GCCG 7C7G7GA7GG C77CCA7G7C GGCAGAA7GC 
900 77AA7GAA77 ACAACAG7AC 7GCGA7GAG7 GGCAGGGCGG GGCG 7AA777 
9 50 7777 AAGGC A G77A77GG7G CCC77AAACG CC7GGGG7AA 7GAC7C7C7A 
1000 GC77GAGGCA 7CAAA7AAAA CGAAAGGC7C AG7CGAAAGA C7GGGCC777 
10 50 CG7777A7C7 G77G777G7C GG7GAACGC7 C7CC7GAG7A GGACAAA7CC 
1100 GCCGC7C7AG AGC7CCC7CG CGCG777CGG 7GA7GACGG7 GAAAACC7C7 
1150 GACACA7GCA GC7CCCGGAG ACGG7CACAG C77G7C7G7A AGCGGA7GCC 
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Abbildung 4 (Fortsetzung) 



10 20 30 MO 50 

1200 CCGAGCAGAC AAGCCCGTCA GGGCGCCTCA GCGCGTGTTG GCGCGTGTCG 

12 50 GGGCGCAGCC ATGACCCAGT CACGTAGCGA TAGCGGAGTG TATACTGGCT 

13 00 TAACTATGCG GCATCAGAGC AGATTGTACT GAGAGTGCAC CA7ATGCGGT 

13 50 GTGAAATACC GCACAGATGC GTAAGGAGAA AATACCGCAT CAGGCGC7CT 
m00 TCCGCTTCCT CCCTCACTGA CTCGCTGCGC TCGCTCGTTC GGCTGCGGCG 

14 50 AGCGGTATCA GC7CACTCAA AGGCGGTAAT ACGGTTATCC ACAGAATCAG 
1500 GGGATAACGC AGGAAAGAAC ATGTGAGCAA AAGGCCAGCA AAAGGCCAGG 

15 50 AACCGTAAAA AGGCCGCGTT GCTGGCGTTT TTCCATAGGC TCCGCCCCCC 
1600 TGACGAGCAT CACAAAAATC GACGCTCAAG TCAGAGGTGG CGAAACCCGA 

16 50 CAGGACTATA AAGATACCAG GCGTTTCCCC CTGGAAGCTC CCTCGTGCGC 

17 00 TCTCCTGTTC CGACCCTGCC GCTTACCGGA TACCTGTCCG CCTTTCTCCC 
17 50 TTCGGGAAGC GTGGCGCTTT CTCAATGCTC ACGCTGTAGG TATCTCAGTT 
1800 CGGTGTAGGT CGTTCGCTCC AAGC7GGGCT GTGTGCACGA ACCCCCCGTT 
16 50 CAGCCCGACC GCTGCGCCTT ATCCGGTAAC 7ATCGTC7TG AG7CCAACCC 
1900 GG7AAGACAC GAC77A7CGC CAC7GGCAGC AGCCAC7GG7 AACAGGA77A 

19 50 GCAGAGCGAG G7A7G7AGGC GG7GC7ACAG AG77C77GAA G7GG7GGCC7 
2 000 AAC7ACGGC7 ACAC7AGAAG GACAG7A777 GG7A7C7GCG C7C7GC7GAA 

20 50 GCCAG77ACC 77CGGAAAAA GAG77GG7AG C7C77GA7CC GGCAAACAAA 
2100 CCACCGC7GG 7AGCGG7GG7 777777G777 GCAAGCAGCA GA77ACGCGC 
2150 AGAAAAAAAG GA7C7CAAGA AGA7CC777G A7C7777C7A CGGGG7C7GA 
2 200 CGC7CAG7GG AACGAAAAC7 CACG77AAGG GA7777GG7C A7GAGA77A7 
22 50 CAAAAAGGA7 C77CACC7AG A7CC7777AA A77AAAAA7G AAG7777AAA 
2 3 00 7CAA7C7AAA G7A7A7A7GA G7AAAC77GC 7C7GACAG77 ACCAA7GC77 
2 3 50 AA7CAG7GAG GCACC7A7C7 CAGCGA7C7G 7C7A777CG7 7CA7CCA7AG 
24 00 77GCC7GAC7 CCCCG7CG7G 7AGA7AAC7A CGA7ACGGGA GGGC77ACCA 
2 4 50 7C7GGCCCCA G7GC7GCAA7 GA7ACCGCGA GACCCACGC7 CACCGGC7CC 
2 500 AGA777ATCA GCAA7AAACC AGCC AGCCGG AAGGCCCGAG CGCAGAAG7G 
2550 G7CC7GCAAC 777A7CCGCC 7CCA7CCAG7 C7A77AA77G 77GCCGGGAA 
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Abbildung 4 (Fortsetzung) 





10 


20 


30 


40 


50 


2600 


GC7AGAG7AA 


GTAGTTCGCC 


AG77AA7AG7 


77GCGCAACG 


77G77GCCA7 


2650 


TGCTACACGC 


ATCGTGGTGT 


CACGC7CG7C 


G777GG7A7G 


GC77CA77CA 


2700 


GCTCCGGTTC 


CCAACGATCA 


AGGCGAG77A 


CA7GA7CCCC 


CA7G77G7GC 


2750 


AAAAAAGCGG 


TTAGCTCCTT 


CGG7CC7CCG 


A7CG77G7CA 


GAAG7AAG77 


2800 


GGCCGCAGTG 


TTATCACTCA 


7GG77A7GGC 


AGCAC7GCA7 


AA77C7C77A 


2550 


CTGTCATGCC 


ATCCCTAAGA 


7GC7777C7G 


7GAC7GG7GA 


G7AC7CAACC 


2900 


AAGTCATTCT 


GAGAATAGTG 


7A7GCGGCGA 


CCGAG77GC7 


C77GCCCGGC 


2950 


GTCAATACGG 


GATAATACCG 


CGCCACA7AG 


CAGAAC777A 


AAAG7GC7CA 


3000 


TCATTGGAAA 


ACGTTCTTCG 


GGCCGAAAAC 


7C7CAAGGA7 


C77ACCGC7G 


3050 


TTGAGATCCA 


GTTCGATGTA 


ACCCAC7CG7 


GCACCCAAC7 


GA7C77CAGC 


3100 


ATCTTTTACT 


T7CACCAGCG 


777C7GGG7G 


AGCAAAAACA 


GGAAGGCAAA 


3150 


ATGCCGCAAA 


AAAGGGAATA 


AGCGCCACAC 


GGAAA7G77G 


AA7AC7CA7A 


3200 


CTCTTCC7TT 


T7CAATATTA 


77GAAGCA77 


7A7CAGGG77 


A77G7C7CA7 


3250 


GAGCGGATAC 


A7A777GAA7 


G7A777AGAA 


AAATAAACAA 


A7AGGGG77C 


3 300 


CGCGCACA7T 


7CCCCCAAAA 


G7GCCACC7G 


ACG7C7AAGA 


AACCA77A77 


3 3 50 


ATCATGACAT 


7AACC7A7AA 


AAA7AGGCG7 


A7CACGAGGC 


CC777CG7C7 


3400 


TCA 
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Abbildung 6 



10 20 30 40 50 

I | I I I 

1 CTCGAG AAAT CATAAAAAAT TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTAT 

51 AATAGATTCA ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAA TTCATTAAAG 

101 AGGAGAAATT ^P TVTCAGA GGATCCGGCA T CATGGTTCG ACCATTGAAC 

151 TGCATCGTCG CCGTGTCCCA AAATATGGCG ATTG GCAAGA ACGCAGACCT 

201 ACCCTGGCCT CCGCTCAGGA ACGAGTTCAA GTAC TTCCAA AGAATGACCA 

251 CAACCTCTTC AGTGGAAGGT AAACAGAATC TGGTGATT AT GGGTAGGAAA 

301 ACCTGGTTCT CCATTCCTGA GAAGAATCG A CCTTTAAAGG ACAGAATTAA 

351 TATAGTTCTC AGTAGAGAAC TCAAAGAACC ACCACGAGGA GCTCATTTTC 

401 TTGCCAAAAG TTTGGATGAT GCCTTAAGAC T TATTGAACA ACCGGAATTG 

4 5! GCAAGTAAAG TAGACATGGT TTGGATAGTC G GAGGCAGTT CTGTTTACCA 

501 GGAAGCCATG AATCAACCAG GCCACCTTAG AC TCTTTGTG ACAAGGATCA 

551 TGCAGGAATT TGAAAGTGAC ACGTTTTTCC C AGAAATTGA TTTGGGGAAA 

6 0l TATAAACTTC TCCCAGAATA CCCAGGCGTC CTCTCTGA GG TCCAGGAGGA 

651 AAAAGGCATC AAGTATAAGT TTGAAGTCTA C GAGAAGAAA GGTTCCAGAT 

701 CTGTTAACCT ACTT TAACAC GAAGATGCTT TCAAGTTCTC TGCTCCCCTC 

751 CTAAAGCTAT GCATTTTTAT AAGACCATGG GACTTTTGCT GGCTTTAGAT 

801 CCGGCCAAGC~TTGGACTCCT GTTGATAGAT CCAGTAATGA CCTCAGAACT 

851 CCATCTGGAT TTGTTCAGAA CGCTCGGTTG CCGCCGGGCG TTTTTTATTG 

901 GTGAGAATCC AAGCTAGCTT GGCGAGATTT TCAGGAGCTA AGGAAGCTAA 

951 AATGGAGAAA AAAATCACTG GATATACCAC CGTTGATATA TCCCAATGGC 

1001 ATCGTAAAGA ACATTTTGAG GCATTTCAGT CAGTTGCTCA ATGTACCTAT 

1051 AACCAGACCG TTCAGCTGGA TATTACGGCC TTTTTAAAGA CCGTAAAGAA 

1101 AAATAAGCAC AAGTTTTATC CGGCCTTTAT TCACATTCTT GCCCGCCTGA 

1151 TGAATGCTCA TCCGGAATTT CGTATGGCAA TGAAAGACGG TGAGCTGGTG 
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Abbildung 6 (Fortsetzung) 

12 01 ATATGGGATA GTGTTCACCC TTGTTACACC GTTTTCCATG AGCAAACTGA 
1251 AACGTTTTCA TCGCTCTGGA GTGAATACCA CGACGATTTC CGGCAGTTTC 

13 01 TACACATATA TTCGCAAGAT GTGGCGTGTT ACGGTGAAAA CCTGGCCTAT 
13 51 TTCCCTAAAG GGTTTATTGA GAATATGTTT TTCGTCTCAG CCAATCCCTG 
1401 GGTGAGTTTC ACCAGTTTTG ATTTAAACGT GGCCAATATG GACAACTTCT 
1451 TCGCCCCCGT TTTCACCATG GGCAAATATT ATACGCAAGG CGACAAGGTG 
1501 CTGATGCCGC TGGCGATTCA GGTTCATCAT GCCGTCTGTG ATGGCTTCCA 
1551 TGTCGGCAGA ATGCTTAATG AATTACAACA GTACTGCGAT GAGTGGCAGG 
1601 GCGGGGCGTA ATTTTTTTAA GGCAGTTATT GGTGCCCTTA AACGCCTGGG 
1651 GTAATGACTC TCTAGCTTGA GGCATCAAAT AAAACGAAAG GCTCAGTCGA 
1701 AAGACTGGGC CTTTCGTTTT ATCTGTTGTT TGTCGGTGAA CGCTCTCCTG 
1751 AGTAGGACAA ATCCGCCGCT CTAGAGCTGC CTCGCGCGTT TCGGTGATGA 
1801 CGGTGAAAAC CTCTGACACA TGCAGCTCCC GGAGACGGTC ACAGCTTGTC 
1851 TGTAAGCGGA TGCCGGGAGC AGACAAGCCC GTCAGGGCGC GTCAGCGGGT 
1901 GTTGGCGGGT GTCGGGGCGC AGCCATGACC CAGTCACGTA GCGATAGCGG 
1951 AGTGTATACT GGCTTAACTA TGCGGCATCA GAGCAGATTG TACTGAGAGT 
2001 GCACCATATG CGGTGTGAAA TACCGCACAG ATGCGTAAGG AGAAAATACC 
2 051 GCATCAGGCG CTCTTCCGCT TCCTCGCTCA CTGACTCGCT GCGCTCGGTC 
2101 TGTCGGCTGC GGCGAGCGGT ATCAGCTCAC TCAAAGGCGG TAATACGGTT 
2151 ATCCACAGAA TCAGGGGATA ACGCAGGAAA GAACATGTGA GCAAAAGGCC 
2201 AGCAAAAGGC CAGGAACCGT AAAAAGGCCG CGTTGCTGGC GTTTTTCCAT 
2251 AGGCTCCGCC CCCCTGACGA GCATCACAAA AATCGACGCT CAAGTCAGAG 
2 301 GTGGCGAAAC CCGACAGGAC TATAAAGATA CCAGGCGTTT CCCCCTGGAA 
2 351 GCTCCCTCGT GCGCTCTCCT GTTCCGACCC TGCCGCTTAC CGGATACCTG 
2401 TCCGCCTTTC TCCCTTCGGG AAGCGTGGCG CTTTCTCAAT GCTCACGCTG 
2451 TAGGTATCTC AGTTCGGTGT AGGTCGTTCG CTCCAAGCTG GGCTGTGTGC 
2 501 ACGAACCCCC CGTTCAGCCC GACCGCTGCG CCTTATCCGG TAACTATCGT 
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Abbildung 6 (Fortsetzung) 

2551 CTTGAGTCCA ACCCGGTAAG ACACGACTTA TCGCCACTGG CAGCAGCCAC 
2601 TGGTAACAGG ATTAGCAGAG CGAGGTATGT AGGCGGTGCT ACAGAGTTCT 
2651 TGAAGTGGTG GCCTAACTAC GGCTACACTA GAAGGACAGT ATTTGGTATC 
2701 TGCGCTCTGC TGAAGCCAGT TACCTTCGGA AAAAGAGTTG GTAGCTCTTG 
2751 ATCCGGCAAA CAAACCACCG CTGGTAGCGG TGGTTTTTTT GTTTGCAAGC 
2801 AG C AG ATT AC GCGCAGAAAA AAAGGATCTC AAGAAGATCC TTTGATCTTT 
2851 TCTACGGGGT CTGACGCTCA GTGGAACGAA AACTCACGTT AAGGGATTTT 
2901 GGTCATGAGA TTATCAAAAA GGATCTTCAC CTAGATCCTT TTAAATTAAA 
2951 AATGAAGTTT TAAATCAATC TAAAGTATAT ATGAGTAAAC TTGGTCTGAC 
3001 AGTTACCAAT GCTTAATCAG TGAGGCACCT ATCTCAGCGA TCTGTCTATT 
3051 TCGTTCATCC ATAGCTGCCT GACTCCCCGT CGTGTAGATA ACTACGATAC 
3101 GGGAGGGCTT ACCATCTGGC CCCAGTGCTG CAATGATACC GCGAGACCCA 
3151 CGCTCACCGG CTCCAGATTT ATCAGCAATA AACCAGCCAG CCGGAAGGGC 
3 201-CGAGCGCAGA AGTGGTCCTG CAACTTTATC CGCCTCCATC CAGTCTATTA 
3251 ATTGTTGCCG GGAAGCTAGA GTAAGTAGTT CGCCAGTTAA TAGTTTGCGC 
3301 AACGTTGTTG CCATTGCTAC AGGCATCGTG GTGTCACGCT CGTCGTTTGG 
3351 TATGGCTTCA TTCAGCTCCG GTTCCCAACG ATCAAGGCGA GTTACATGAT 
3401 CCCCCATGTT GTGCAAAAAA GCGGTTAGCT CCTTCGGTCC TCCGATCGTT 
3451 GTCAGAAGTA AGTTGGCCGC AGTGTTATCA CTCATGGTTA TGGCAGCACT- 
3501 GCATAATTCT CTTACTGTCA TGCCATCCGT AAGATGCTTT TCTGTGACTG 
3551 GTGAGTACTC AACCAAGTCA TTCTGAGAAT AGTGTATGCG GCGACCGAGT 
3601 TGCTCTTGCC CGGCGTCAAT ACGGGATAAT ACCGCGCCAC ATAGCAGAAC 
3651 TTTAAAAGTG CTCATCATTG GAAAACGTTC TTCGGGGCGA AAACTCTCAA 
3701 GGATCTTACC GCTGTTGAGA TCCAGTTCGA TGTAACCCAC TCGTGCACCC 
3751 AACTGATCTT CAGCATCTTT TACTTTCACC AGCGTTTCTG GGTGAGCAAA 
3801 AACAGGAAGG CAAAATGCCG CAAAAAAGGG AATAAGGGCG ACACGGAAAT 
3851 GTTGAATACT CATACTCTTC CTTTTTCAAT ATTATTGAAG CATTTATCAG 
3901 GGTTATTGTC TCATGAGCGG ATACATATTT GAATGTATTT AGAAAAATAA 
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Abbildung 6 (For tsetzung) 



3951 ACAAATAGGG GTTCCGCGCA CATTTCCCCG AAAAGTGCCA CCTGACGTCT 
4001 AAGAAACCAT TATTATCATG ACATTAACCT ATAAAAATAG GCGTATCACG 
4051 AGGCCCTTTC GTCTTCAC 



44 



EP 0 282 042 B1 



Abbildung 7 



N250PSN250P29 




45 



EP 0 282 042 B1 

Abbildung 8 



10 20 30 40 50 

I I I I I 

1 CTCGAGAAAT CATAAAAAAT TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTAT 

51 AATAGATTCA ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAA TTCATTAAAG 

101 AGGAGAAATT AACT ATGAGA GGATCCGTCG ACCTGCAGCC AAGCTTAATT 

151 AGCTGAGCTT GGACTCCTGT TGATAGATCC AGTAATGACC TCAGAACTCC 

201 ATCTGGATTT GTTCAGAACG CTCGGTTGCC GCCGGGCGTT TTTTATTGGT 

251 GAGAATCCAA GCTAGCTTGG CGAGATTTTC AGGAGCTAAG GAAGCTAAAA 

301 TGGAGAAAAA AATCACTGGA TATACCACCG TTGATATATC CCAATGGCAT 

351 CGTAAAGAAC ATTTTGAGGC ATTTCAGTCA GTTGCTCAAT GTACCTATAA 

401 CCAGACCGTT CAGCTGGATA TTACGGCCTT TTTAAAGACC GTAAAGAAAA 

451 ATAAGCACAA GTTTTATCCG GCCTTTATTC ACATTCTTGC CCGCCTGATG 

501 AATGCTCATC CGGAATTTCG TATGGCAATG AAAGACGGTG AGCTGGTGAT 

551 ATGGGATAGT GTTCACCCTT GTTACACCGT TTTCCATGAG CAAACTGAAA 

601 CGTTTTCATC GCTCTGGAGT GAATACCACG ACGATTTCCG GCAGTTTCTA 

651 CACATATATT CGCAAGATGT GGCGTGTTAC GGTGAAAACC TGGCCTATTT 

701 CCCTAAAGGG TTTATTGAGA ATATGTTTTT CGTCTCAGCC AATCCCTGGG 

751 TGAGTTTCAC CAGTTTTGAT TTAAACGTGG CCAATATGGA CAACTTCTTC 

801 GCCCCCGTTT TCACCATGGG CAAATATTAT ACGCAAGGCG ACAAGGTGCT 

851 GATGCCGCTG GCGATTCAGG TTCATCATGC CGTCTGTGAT GGCTTCCATG 

901 TCGGCAGAAT GCTTAATGAA TTACAACAGT ACTGCGATGA GTGGCAGGGC 

951 GGGGCGTAAT TTTTTTAAGG CAGTTATTGG TGCCCTTAAA CGCCTGGGGT 

1001 AATGACTCTC TAGCTTGAGG CATCAAATAA AACGAAAGGC TCAGTCGAAA 

1051 GACTGGGCCT TTCGTTTTAT CTGTTGTTTG TCGGTGAACG CTCTCCTGAG 

1101 TAGGACAAAT CCGCCGCTCT AGAGCTGCCT CGCGCGTTTC GGTGATGACG 

1151 GTGAAAACCT CTGACACATG CAGCTCCCGG AGACGGTCAC AGCTTGTCTG 
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Abbildung 8 (For tse tzung ) 



12 01 TAAGCGGATG CCGGGAGCAG ACAAGCCCGT CAGGGCGCGT CAGCGGGTGT 

12 51 TGGCGGGTGT CGGGGCGCAG CCATGACCCA GTCACGTAGC GATAGCGGAG 

13 01 TGTATACTGG CTTAACTATG CGGCATCAGA GCAGATTGTA CTGAGAGTGC 

13 51 ACCATATGCG GTGTGAAATA CCGCACAGAT GCGTAAGGAG AAAATACCGC 

14 01 ATCAGGCGCT CTTCCGCTTC CTCGCTCACT GACTCGCTGC GCTCGGTCTG 
14 51 TCGGCTGCGG CGAGCGGTAT CAGCTCACTC AAAGGCGGTA ATACGGTTAT 
1501 CCACAGAATC AGGGGATAAC GCAGGAAAGA ACATGTGAGC AAAAGGCCAG 
1551 CAAAAGGCCA GGAACCGTAA AAAGGCCGCG TTGCTGGCGT TTTTCCATAG 
1601 GCTCCGCCCC CCTGACGAGC ATCACAAAAA TCGACGCTCA AGTCAGAGGT 
1651 GGCGAAACCC GACAGGACTA TAAAGATACC AGGCGTTTCC CCCTGGAAGC 
17 01 TCCCTCGTGC GCTCTCCTGT TCCGACCCTG CCGCTTACCG GATACCTGTC 

17 51 CGCCTTTCTC CCTTCGGGAA GCGTGGCGCT TTCTCAATGC TCACGCTGTA 

18 01 GGTATCTCAG TTCGGTGTAG GTCGTTCGCT CCAAGCTGGG CTGTGTGCAC 
1851 GAACCCCCCG^TTCAGCCCGA CCGCTGCGCC TTATCCGGTA ACTATCGTCT 
1901 TGAGTCCAAC CCGGTAAGAC ACGACTTATC GCCACTGGCA GCAGCCACTG 
1951 GTAACAGGAT TAGCAGAGCG AGGTATGTAG GCGGTGCTAC AGAGTTCTTG 
2 001 AAGTGGTGGC CTAACTACGG CTACACTAGA AGGACAGTAT TTGGTATCTG 
2051 CGCTCTGCTG AAGCCAGTTA CCTTCGGAAA AAGAGTTGGT AGCTCTTGAT 
2101 CCGGCAAACA AACCACCGCT GGTAGCGGTG GTTTTTTTGT TTGCAAGCAG 
2151 CAGATTACGC GCAGAAAAAA AGGATCTCAA GAAGATCCTT TGATCTTTTC 
2 2 01 TACGGGGTCT GACGCTCAGT GGAACGAAAA CTCACGTTAA GGGATTTTGG 

22 51 TCATGAGATT ATCAAAAAGG ATCTTCACCT AGATCCTTTT AAATTAAAAA 

23 01 TGAAGTTTTA AATCAATCTA AAGTATATAT GAGTAAACTT GGTCTGACAG 
23 51 TTACCAATGC TTAATCAGTG AGGCACCTAT CTCAGCGATC TGTCTATTTC 
2 4 01 GTTCATCCAT AGCTGCCTGA CTCCCCGTCG TGTAGATAAC TACGATACGG 
2 4 51 GAGGGCTTAC CATCTGGCCC CAGTGCTGCA ATGATACCGC GAGACCCACG 
2501 CTCACCGGCT CCAGATTTAT CAGCAATAAA CCAGCCAGCC GGAAGGGCCG 
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Abbildung 8 (For tsetzung) 



2551 AGCGCAGAAG TGGTCCTGCA ACTTTATCCG CCTCCATCCA GTCTATTAAT 
2601 TGTTGCCGGG AAGCTAGAGT AAGTAGTTCG CCAGTTAATA GTTTGCGCAA 
2 651 CGTTGTTGCC ATTGCTACAG GCATCGTGGT GTCACGCTCG TCGTTTGGTA 
2701 TGGCTTCATT CAGCTCCGGT TCCCAACGAT CAAGGCGAGT TACATGATCC 
27 51 CCCATGTTGT GCAAAAAAGC GGTTAGCTCC TTCGGTCCTC CGATCGTTGT 
2801 CAGAAGTAAG TTGGCCGCAG TGTTATCACT CATGGTTATG GCAGCACTGC 
2851 ATAATTCTCT TACTGTCATG CCATCCGTAA GATGCTTTTC TGTGACTGGT 
2901 GAGTACTCAA CCAAGTCATT CTGAGAATAG TGTATGCGGC GACCGAGTTG 
2951 CTCTTGCCCG GCGTCAATAC GGGATAATAC CGCGCCACAT AGCAGAACTT 
3001 TAAAAGTGCT CATCATTGGA AAACGTTCTT CGGGGCGAAA ACTCTCAAGG 
3051 ATCTTACCGC TGTTGAGATC CAGTTCGATG TAACCCACTC GTGCACCCAA 
3101 CTGATCTTCA GCATCTTTTA CTTTCACCAG CGTTTCTGGG TGAGCAAAAA 
3151 CAGGAAGGCA AAATGCCGCA AAAAAGGGAA TAAGGGCGAC ACGGAAATGT 

32 01 TGAATACTCA TACTCTTCCT TTTTCAATAT TATTGAAGCA TTTATCAGGG 
3251 TTATTGTCTC ATGAGCGGAT ACATATTTGA ATGTATTTAG AAAAATAAAC 
3301 AAATAGGGGT TCCGCGCACA TTTCCCCGAA AAGTGCCACC TGACGTCTAA 

33 51 GAAACCATTA TTATCATGAC ATTAACCTAT AAAAAT AG G C GTATCACGAG 
3401 GCCCTTTCGT CTTCAC 
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Abbildung9 
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Abbildung 10 





10 


20 


30 


40 


50 


0 


AAGCTTCACG 


CTGCCGCAAC 


CAC7CAGGGC 


GCAAGGGC7G 


C7AAAGGAAG 


50 


CCGAACACGT 


AGAAAGCCAG 


7CCGCAGAAA 


CGG7GC7GAC 


CCCGGA7GAA 


too 


TGTCAGCTAC 


TGGGCTATCT 


GGACAAGGGA 


AAACGCAAGC 


GCAAAGAGAA 


i 50 


AGCAGGTAGC 


TTCCAGTCCC 


C77ACA7GGC 


GA7AGC7AGA 


C7GGGCGG77 


200 


TTATGGACAG 


CAAGCGAACC 


GGAA77GCCA 


GC7GGGGCGC 


CC7C7GG7AA 


250 


GGTTGGGAAG 


CCCTGCAAAG 


TAAAC7GGA7 


GGC777C77G 


CCGCCAAGGA 


300 


TCTGATGGCG 


CAGGGGATCA 


AGA7C7GA7C 


A AG AG AC AG G 


A7GAGGA7CG 


350 


TTTCGC ATGA 


TTGAACAAGA 


7GGA77GCAC 


GCAGG77C7C 


CGGCCGC77G 


400 


GGTGGAGAGG 


C7ATTCGGCT 


A7GAC7GGGC 


ACAACAGACA 


A7CGGC7GC7 


450 


CTGATGCCGC 


CG7GTTCCGG 


C7G7CAGCGC 


AGGGGCGCCC 


GG77C77T77 


500 


GTCAAGACCG 


ACCTGTCCGG 


7GCCC7GAA7 


GAAC7GCAGG 


ACGAGGCAGC 


550 


GCGCCTATCG 


TGGCTGGCCA 


CGACGGGCG7 


7CC77GCGCA 


GC7G7GC7CG 


600 


ACGTTGTCAC 


TGAAGCGGGA 


AGGGAC7GGC 


7GC7A77GGG 


CGAAG7GCCG 


650 


GGGCAGGATC 


TCCTGTCATC 


7CACC77GC7 


CC7GCCGAGA 


AAC7A7CCA7 


700 


CATGGCTGAT 


GCAATGCGGC 


GGC7GCA7AC 


GC77GA7CCG 


GC7ACC7GCC 


750 


CATTCGACCA 


CCAAGCGAAA 


CA7CGCA7CG 


AGCGAGCACG 


7AC7CGGA7G 


fiOO 


GAAGCCGGTC 


TTGTCGATCA 


GGA7GA7C7G 


GACGAAGAGC 


A7CAGGGGC7 


650 


CGCGCCACCC 


GAACTGTTCG 


CCAGCC7CAA 


GGCGCGCA7G 


CCCGACGGCG 


900 


AGGATCTCGT 


CGTGACCCAT 


GGCGA7GCC7 


GC77GCCGAA 


7A7CA7GG7G 


950 


GAAAATGGCC 


GCTTT7CTGG 


A77CA7CGAC 


7G7GGCCGGC 


7GGG7G7GGC 


1000 


GGACCGCTAT 


CAGGACA7AG 


CG77GGC7AC 


CCG7GA7A77 


GC7GAAGAGC 


1 050 


TTGGCGGCGA 


A7GGGC7GAC 


CGC77CC7CG 


7GC777ACGG 


7A7CGCCGC7 


1 1 00 


CCCGA77CGC 


AGCGCA7CGC 


C77C7A7CGC 


C77C77GACG 


AG77C77C7G 


1 i 50 


AGCGGGACTC 


7GGGG77CGA 


AA7GACCGAC 


CAAGCGACGC 


CCAACC7GCC 



1200 A7CACGACA7 77CGA77CCA CCGCCGCC77 C7A7GAAAGG 7TGGGC77CG 

12 50 GAA7CG7777 CCGCGACGCC GGC7GGA7GA 7CC7CCAGCG CGGGGA7C7C 

13 00 A7CC7GGAG7 7C77CGCCCA CCCCGGGC7C GA7CCCC7CG CGAG77GG77 

13 50 CAGC7GC7GC C7GAGGC7GG ACGACC7CGC GGAG77C7AC CGGCAG7GCA 
1400 AA7CCG7CGG CA7CCAGGAA ACCAGCAGCG GC7A7CCGCG CA7CCA7GCC 

14 50 CCCGAAC7GC AGGAG7GGGG AGGCACGA7G GCCGC777GG 7CGACAA77C 
1500 GCGC7AAC77 ACA77AA77G CC77GCGC7C A C7GCCCGC7 77CCAG7CGG 
15 5 0 GAAACC7G7C G7GCC AGC7G CA77AA7GAA 7CGGCCAACG CGCGGGGAGA 
1600 GCCGG777GC G7A77GGGCG CCAGGG7GG7 7777C7777C ACC AG7GAGA 
1650 CGGGCAACAG C7GA77GCCC 77CACCGCC7 GGCCC7GAGA GAG77GCAGC 
!700 AAGCGG7CCA CGC7CG777G CCCCAGCAGG CGAAAA7CC7 G777GA7GG7 
1750 CG77AACGGC GGGA7A7AAC A7GAGC7G7C 77CGG7A7CG 7CG7A7CCCA 
1 S0 0 C7ACCGAGA7 A7CCGCACCA ACGCGCAGCC CGGAC7CGG7 AA7GGCGCGC 
16 50 A77GCGCCCA GC GCCA7C7G A7CG77GGCA ACCAGCA7CG C AG7GGGAAC 
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AbbildunglO (Fortsetzung) 

10 20 30 tO 50 

190 0 GATCCCCTCA TTCACCATTT CCATCCTTTC TTGAA AACCG GACATCCCAC 
1950 TCCACTCGCC TTCCCGTTCC CCTATCGCCT GAAT T7CATT CCCACTCACA 
2000 TATTTATGCC AGCCAGCCAG ACGCAGACGC GCCGAGACAG A ACTTAATGG 
2050 CCCCGCTAAC AGCCCCATTT GCTGCTCACC CAATGCCACC AGATCCTCCA 
2100 CGCCCACTCG CCTACCCTCT TCATCGGACA AAATA ATACT GTTGATGGCT 
2150 GTCTGGTCAG AGACATCAAC AAATAACGCC GGAACAT TAG TCCAGGCAGC 
2200 TTCCACACCA ATGGCATCCT GGTCATCCAG CGCATAG TTA ATGATCAGCC 
2250 CACTGACGCC TTGCCCGACA ACATTGTGCA CCGCCCC TTT ACAGGCTTCG 
2300 ACCCCCCTTC GTTCTACCAT CGACAC CACC ACCCTGCCAC CCAGTTGATC 
2350 GGCGCGAGAT TTAATCCCCG CGACAATTTG CCACGGCCCC TGCAGGCCCA 
2 „00 GACTGCAGGT GGCAACGCCA ATCAGCAAC C ACTGTTTGCC CGCCAGTTCT 
2450 TGTGCCACGC CGTTCCGAAT GTAATTCAGC TCCGCCAT CG CCCCTTCCAC 
2500 TTTTTCCCGC GTTTTCGCAG AAACCTGCCT CCCC TCCTTC ACCACGCGGG 
2550 AAACGCTCTG ATAAGAGACA CCGGCATACT CTGC GACATC CTATAACGTT 
2600 ACTCCTTTCA C ATTCACCAC CCTGAATTGA CTCTCTTCCG GGCGCTATCA 

26 50 TGCCATACCG CCAAAGGTTT TGCACCA TTC GAT GCTCTCA ACCTAAATGC 
2700 ATCCCGCTTC GCCTTCGCGC GCGAATTGtH ZaCCCTCTCC CTCCTGTTCA 

27 50 GCTACTCACC GCGTGGTGCG TAACGGCAAA AGCACCGCCG GACATCACCG 
2800 CTAGCGGAGT GTATACTGGC TTACTATGTT GCCACTGATG AGGCTGTCAG 
2650 TCAAGTGCTT CATGTGGCAG GAGAAAAAAC CCTCCACCGG TGCCTCAGCA 
2900 GAATATGTGA TACACCATAT ATTCCGCTTC CTCGCTCACT GACTCCCTAC 
2950 CCTCGGTCGT TCGACTGCGG CGAGCCGAAA TCGCTTACGA ACGGGGCGGA 
3 000 GATTTCCTGG AAGATGCCAC GAACATACTT AAC AGGGAAG TCAGAGGCCC 
3 0 50 GCGGCAAACC CGTTTTTCCA TAGGCTCCCC CCCCCTGACA AGCATCACGA 
3100 AATCTGACGC TCAAATCAGT GGTGCCGAAA CCCGACAGCA CTATAAAGAT 
3 150 ACCAGGCGTT TCCCCTCCCC GCTCCCTCCT GCGCTCTCCT GTTCCTGCCT 
3 20 0 TTCGGTTTAC CGGTGTCATT CCGCTGTTAT GGCCCCGTTT GTCTCATTCC 
3 2 50 ACCCCTCACA CTCACTTCCG GGTAGCCAGT TCGCTCCAAG CTCGACTGTA 
3 30 0 TCCACGAACC CCCCGTTCAG TCCGACCGCT GCGCCTTATC CCGTAACTAT 
3 3 50 CGTCTTCACT CCAACCCGGA AAGACATGCA AAACCACCAC TGGCAGCAGC 
3 400 CACTCCTAAT TCATTTAGAG CACTTACTCT TCAACTCATG CCCCGCTTAA 
3 4 50 GCCTAAACTC AAAGGACAAG TTTTCGTGAC TGCGCTCCTC CAACCCACTT 
3 500 ACCTCGG7TC AAAGAGTTCG TACCTCAGAG AACCTTCGAA AAACCCCCCT 
3 550 GCAAGGCGGT TTTTTCCTTT TCACAGCAAG AGATTACCCG CAGACCAAAA 
3600 CGATCTCAAG AAGATCATCT TATTAATCAG ATAAAATATT TCTAGATTTC 
36 50 AGTGCAATTT ATCTCTTCAA ATGTACCACC TGAAGTCAGC CCCATACGAT 
3700 ATAACTTC7T AATTCTCATG TTTGACACCT TATCATCGAT 
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Abbildung 11 



Adaptor 1: 



(SphI) 



(Ndel) 



CAGGACCCA 
GTACGTCCTGGGTAT 



(Hinfl) 



(Hindlll) 



Adaptor 2: AGTCAGATGCTGTAGTTAACA 

GTCTACGACATCAATTGTTCGA 



Narl (BamHI) 



(SphI) Nael 

Adaptor 3: CATCACGCCGGCATCGAAGGGCGCCTTG 

GTACGTAGTGCGGCCGTAGCTTCCCGCGGAACCTAG 



Adaptor 4 ; 



(Narl) 



(Ndel) 



CGCCAAGATCCA 
GGTTCTAGGTAT 



(Nael) 



(Ndel) 



Adaptor 5: GGCGATGACGATGACAAACAAGATCCA 

CCGCTACTGCTACTGTTTGTTCTAGGTAT 



Adaptor 6: 



(Narl) 



(Ndel) 



CGCCAAAACCCA 
GGTTTTGGGTAT 
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Abbildung 11 (For tset2ung) 



(BamHI) 

Adaptor 7: GATCGCATCACCATCACCATCACG 

CGTAGTGGTAGTGGTAGTGCCTAG 



(BamHI) 

Adaptor 8: GATCGCATCACCATCACG 

CGTAGTGGTAGTGCCTAG 



(BamHI) Bglll (Hindlll) 

Adaptor 9: GATCCAGATCTCATCACCATCACCATCACTA 

GTCTAGAGTAGTGGTAGTGGTAGTGATTCGA 



(BamHI) Bglll (Hindlll) 

Adaptor 10: GATCCAGATCTCATCACCATCACTA 

GTCTAGAGTAGTGGTAGTGATTCGA 



(BamHI) Bglll (Hindlll) 

Adaptor 11: GATCCAGATCTCATCACTA 

GTCTAGAGTAGTGATTCGA 
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Abbildung12 



Ndel 



pRC23/IFI-900 — // 



4 IFN-v 



Ncol 

i 



xNdel 



Ncol 



Adaptor 1 

CAGGACCCA 
GTACGTCCTGGGTAT 



Ligierung 



SchI 



— ctgcatg?aggacc'catatg'. 
— gacgtacgtcctcggtatac 1 



Ndel 



I FN— y 



- CT'GC ATGC* 
■ GACGTACG 



Ndel 



Fraanent 1 



GTACC 



XNCOI 




Klenow, dXTPs 
xSphl 



| IFN-y 



Ncol 



if- 



c 

"ggtac 



CCATG 
'GGTAC 
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Abbildung13 









tn 






c 






s 








iH 




0) 


0) 






-H 






4J 




0 


U 




in 


« 




*H 


a, 




nt 






a) 


H 


M 


6 


m 






0 


a 


10 


w 


CO 


Ui 




X 





55 



EP 0 282 042 B1 



Abbildung 14 
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Abbildung 15 




xEcoRI 
xHindlll 

Fragmentisolierung 



Ligierung 
Transformation 



Pn25"/o 
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Abbildung 16 



Pn25"/o 



x £ RBSHSphl 



dhfr 




T1 



xSphl 



Adaptor 3 



Narl (BamHI) 



(SphI) Nael 

CATCACGCCGGCATCGAAGGGCGCCTTG 
GTACGTAGTGCGGCCGTAGCTTCCCGCGGAACCTAG 



Ligierung 

xBamHI 

xXhoI 

Fragmentisolierung 



P N25 M / 



N25"/0 

x E RBSE.SphI 




n His.His-Xo 

No 
6 



Fragment 3 
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Abb il dung 17 

Pn25 m /0 




xXhoI 
CIP 

Fragmentisolierung 



Ligierung 
Transformation 
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Abb il dung 18 

Pn25"/0 




Adaptor 4 
(Narl) (Ndel) 



CGCCAAGATCCA 
GGTTCTAGGTAT 

xNdel 



Ligierung 

xNarl 

xXbal 

Fragmentisolierung 




T1 



Fragment 4 
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Abbildung 19 




T1 



xXhoI 
xXbal 

Fragment! solierung 



x 



blQ 




Xb 



Fragment 5 
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Abbildung20 



Pn2S"/o 
x . RBSK.Sphl 




n His,His-Xa 

No 
B 



dhfr 



xXhoI 
xNarl 

Fragmentisolierung 



r N25"/0 

x E RBSII.SphI 




Hi$,His-Xa 



Fragment 6 
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Abbildung 21 



Fragment 6 



Pn25 ,, /o 
x r RBSE.SphI 




His ( His-Xa 



Na 



Fragment 5 




Fragment 4 




T1 

Ligierung 
Trans formation 



IFN-jf 



K N25"/0 

x E RBSII,SphI 




n His,His-Xa 
Na 



IFN-i 



T1 
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Abbildung 22 



P 



N2S"/0 



X 



E RBSE.SphI 




n His,His-Xa 

A B 



dhfr 



Xb 



cat 



Adaptor 5 



(Nael) 



(Ndel) 



GGCGATGACGATGACAAACAAGATCCA 
CCGCTACTGCTACTGTTTGTTCTAGGTAT 



Ligierung 

xXhoI 

xNdel 

Fragmentisolierung 



Pn25"/o 




Fragment 7 
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H 

to 

xb cat 
T1 

xNdel 
xXbal 

Fragmentisolierung 




Fragment 8 
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Abbildung 24 



Fragment 7 




Ligierung 
Transformation 
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Adaptor 6 



(Narl) (Ndel) 

CGCCAAAACCCA 
GGTTTTGGGTAT 





Ligierung 




xXhoI 




xNdel 




Fragmentisolierung 




f 


Pn25"/0 




x RBSII,SphI 




^^^v n His,His-Xa 


\\nq 


,Ajnt 



Fragment 9 



Abbildung 25 



P N25"/0 




xNarl 
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Abbildung 26 



Fraament 9 



Fragment 5 



N25VO 




RBSE.Sphl 



n His.Hts-Xa 

Nq 




Fragment 8 




IFN-jl-8) 



Ligierung 
Transformation 



bla 



Pn25"/0 



x E RBSE.Sphl 



repl 




n His,His-Xa 
Na 



(-8)(Asn) 
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Abbildung 27 
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3 
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Abbildung 29 
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Abbildung 31 
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Abbildung 32 
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Abbildung 35 
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Abbildung 36 
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Abbildung 37 

N250PSN250P29 




xXbal ,xBglII 
Fragment i sol ie rung 



Ligierung 
Transformation 

▼ 

N250PSN250P29 




T1 



xBglll , xXbal 

Fr agmentisolierung 
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Abbildung 38 



N250PSN250P29 
x _ RBSE 



N250PSN250P29 




2xHis 



T1 



xxbal ,xBglII 
Fragment i sol ierung 



xBglll ,xXbaI 
Fragment i sol ierung 
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Abbildung 39 

N250PSN250P29 N250PSN250P29 




xxbal ,xBglll 
Fragmentisolier ung 



Ligierung 
Transformation 

▼ 

N250PSN250P29 




xBglll ,xXbaI 
Fragmentisolier ung 
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Abbildung ^° 



10 20 30 40 

I I I I 

ATG CAG GAC CCA TAT GTA AAA GAA GCA GAA AAC CTT AAG AAA TAT 
MET Gin Asp Pro Tyr Val Lys Glu Ala Glu Asn Leu Lys Lys Tyr 



50 60 70 80 90 

I I I I I 

TTT AAT GCA GGT CAT TCA GAT GTA GCG GAT AAT GGA ACT CTT TTC 
Phe Asn Ala Gly His Ser Asp Val Ala Asp Asn Gly Thr Leu Phe 



100 



110 



120 



130 
I 



TTA GGC ATT TTG AAG AAT TGG AAA GAG GAG AGT GAC AGA AAA ATA 
Leu Gly lie Leu Lys Asn Trp Lys Glu Glu Ser Asp Arg Lys lie 



140 150 160 170 180 

I I I I I 

ATG CAG AGC CAA ATT GTC TCC TTT TAC TTC AAA CTT TTT AAA AAC 

MET Gin Ser Gin lie Val Ser Phe Tyr Phe Lys Leu Phe Lys Asn 



190 200 210 220 

I I I I 

TTT AAA GAT GAC CAG AGC ATC CAA AAG AGT GTG GAG ACC ATC AAG 
Phe Lys Asp Asp Gin Ser lie Gin Lys Ser Val Glu Thr lie Lys 



230 240 250 260 270 

II III' 
GAA GAC ATG AAT GTC AAG TTT TTC AAT AGC AAC AAA AAG AAA CGA 
Glu Asp MET Asn Val Lys Phe Phe Asn Ser Asn Lys Lys Lys Arg 



280 290 300 310 

I I I I 

GAT GAC TTC GAA AAG CTG ACT AAT TAT TCG GTA ACT GAC TTG AAT 
Asp Asp Phe Glu Lys Leu Thr Asn Tyr Ser Val Thr Asp Leu Asn 



320 330 340 350 360 



GTC CAA CGC AAA GCA ATA CAT GAA CTC ATC CAA GTG ATG GCT GAA 
Val Gin Arg Lys Ala lie His Glu Leu lie Gin Val MET Ala Glu 
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Abbildung 40 (Fortsetzung) 



370 380 390 400 

till 
CTG TCG CCA GCA GCT AAA ACA GGG AAG CGA AAA AGG AGT CAG ATG 
Leu Ser Pro Ala Ala Lys Thr Gly Lys Arg Lys Arg Ser Gin MET 



410 420 430 



CTG TTT CGA GGT CGA AGA GCA TCC CAG 
Leu Phe Arg Gly Arg Arg Ala Ser Gin 
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Abbildung ^ 



10 20 30 40 

I I I I 

ATG CAT CAC GCC GGC ATC GAA GGG CGC CAA GAT CCA TAT GTA AAA 
MET His His Ala Gly He Glu Gly Arg Gin Asp Pro Tyr Val Lys 

50 60 70 80 90 

|l III 
GAA GCA GAA AAC CTT AAG AAA TAT TTT AAT GCA GGT CAT TCA GAT 
Glu Ala Glu Asn Leu Lys Lys Tyr Phe Asn Ala Gly His Ser Asp 

100 110 120 130 

I I I I 

GTA GCG GAT AAT GGA ACT CTT TTC TTA GGC ATT TTG AAG AAT TGG 
Val Ala Asp Asn Gly Thr Leu Phe Leu Gly He Leu Lys Asn Trp 

140 150 160 170 180 

! I III 

AAA GAG GAG AGT GAC AGA AAA ATA ATG CAG AGC CAA ATT GTC TCC 

Lys Glu Glu Ser Asp Arg Lys He MET Gin Ser Gin He Val Ser 

190 200 210 220 

III I 
TTT TAC TTC AAA CTT TTT AAA AAC TTT AAA GAT GAC CAG AGC ATC 
Phe Tyr Phe Lys Leu Phe Lys Asn Phe Lys Asp Asp Gin Ser He 

230 240 250 260 270 

| I III 

CAA AAG AGT GTG GAG ACC ATC AAG GAA GAC ATG AAT GTC AAG TTT 

Gin Lys Ser Val Glu Thr He Lys Glu Asp MET Asn Val Lys Phe 

280 290 300 310 

|ll I 
TTC AAT AGC AAC AAA AAG AAA CGA GAT GAC TTC GAA AAG CTG ACT 
Phe Asn Ser Asn Lys Lys Lys Arg Asp Asp Phe Glu Lys Leu Thr 

320 330 340 350 360 

| I III 

AAT TAT TCG GTA ACT GAC TTG AAT GTC CAA CGC AAA GCA ATA CAT 

Asn Tyr Ser Val Thr Asp Leu Asn Val Gin Arg Lys Ala He His 
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Abbildung **1 (Fortsetzung) 



370 380 390 400 

III I 

GAA CTC ATC CAA GTG ATG GCT GAA CTG TCG CCA GCA GCT AAA ACA 

Glu Leu lie Gin Val MET Ala Glu Leu Ser Pro Ala Ala Lys Thr 



410 420 430 440 450 

II III 
GGG AAG CGA AAA AGG AGT CAG ATG CTG TTT CGA GGT CGA AGA GCA 
Gly Lys Arg Lys Arg Ser Gin MET Leu Phe Arg Gly Arg Arg Ala 



TCC CAG 
Ser Gin 
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Abbildung ^2 



10 20 30 40 

I 1 I I 

ATG CAT CAC GCC GGC GAT GAC GAT GAC AAA CAA GAT CCA TAT GTA 

MET His His Ala Gly Asp Asp Asp Asp Lys Gin Asp Pro Tyr Val 

50 60 70 80 90 

I I I I I 
AAA GAA GCA GAA AAC CTT AAG AAA TAT TTT AAT GCA GGT CAT TCA 
Lys Glu Ala Glu Asn Leu Lys Lys Tyr Phe Asn Ala Gly His Ser 

100 110 120 130 

I I I I 

GAT GTA GCG GAT AAT GGA ACT CTT TTC TTA GGC ATT TTG AAG AAT 

Asp Val Ala Asp Asn Gly Thr Leu Phe Leu Gly lie Leu Lys Asn 

140 150 160 170 180 

II III 
TGG AAA GAG GAG AGT GAC AGA AAA ATA ATG CAG AGC CAA ATT GTC 
Trp Lys Glu Glu Ser Asp Arg Lys lie MET Gin Ser Gin lie Val 



190 200 210 220 

I I I I 

TCC TTT TAC TTC AAA CTT TTT AAA AAC TTT AAA GAT GAC CAG AGC 
Ser Phe Tyr Phe Lys Leu Phe Lys Asn Phe Lys Asp Asp Gin Ser 



230 240 250 260 270 

II III 
ATC CAA AAG AGT GTG GAG ACC ATC AAG GAA GAC ATG AAT GTC AAG 
He Gin Lys Ser Val Glu Thr He Lys Glu Asp MET Asn Val Lys 



280 290 300 310 

III I 

TTT TTC AAT AGC AAC AAA AAG AAA CGA GAT GAC TTC GAA AAG CTG 

Phe Phe Asn Ser Asn Lys Lys Lys Arg Asp Asp Phe Glu Lys Leu 
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Abbildung (Fortsetzung ) 



320 330 340 350 360 

I I I I I 

ACT AAT TAT TCG GTA ACT GAC TTG AAT GTC CAA CGC AAA GCA ATA 
Thr Asn Tyr Ser Val Thr Asp Leu Asn Val Gin Arg Lys Ala lie 



370 



380 
I 



390 



400 



CAT GAA CTC ATC CAA GTG ATG GCT GAA CTG TCG CCA GCA GCT AAA 
His Glu Leu lie Gin Val MET Ala Glu Leu Ser Pro Ala Ala Lys 



410 420 430 

I I I 

ACA GGG AAG CGA AAA AGG AGT CAG ATG CTG 

Thr Gly Lys Arg Lys Arg Ser Gin MET Leu 
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Abbildung u 3 



10 20 30 40 

I I I I 

ATG CAT CAC GCC GGC ATC GAA GGG CGC CAA AAC CCA TAT GTA AAA 

MET His His Ala Gly lie Glu Gly Arg Gin Asn Pro Tyr Val Lys 



50 60 70 80 90 

I I I I I 

GAA GCA GAA AAC CTT AAG AAA TAT TTT AAT GCA GGT CAT TCA GAT 
Glu Ala Glu Asn Leu Lys Lys Tyr Phe Asn Ala Gly His Ser Asp 



100 



110 



120 



130 
I 



GTA GCG GAT AAT GGA ACT CTT TTC TTA GGC ATT TTG AAG AAT TGG 
Val Ala Asp Asn Gly Thr Leu Phe Leu Gly lie Leu Lys Asn Trp 



140 150 160 170 180 

I I I I I 

AAA GAG GAG AGT GAC AGA AAA ATA ATG CAG AGC CAA ATT GTC TCC 
Lys Glu Glu Ser Asp Arg Lys lie MET Gin Ser Gin lie Val Ser 



190 



200 



210 



220 



TTT TAC TTC AAA CTT TTT AAA AAC TTT AAA GAT GAC CAG AGC ATC 
Phe Tyr Phe Lys Leu Phe Lys Asn Phe Lys Asp Asp Gin Ser lie 



230 



240 



250 
I 



260 



270 



CAA AAG AGT GTG GAG ACC ATC AAG GAA GAC ATG AAT GTC AAG TTT 
Gin Lys Ser Val Glu Thr He Lys Glu Asp MET Asn Val Lys Phe 



280 290 300 310 

I I I I 

TTC AAT AGC AAC AAA AAG AAA CGA GAT GAC TTC GAA AAG CTG ACT 
Phe Asn Ser Asn Lys Lys Lys Arg Asp Asp Phe Glu Lys Leu Thr 
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Abbildung ^3 (Fortsetzung) 



320 330 340 350 360 
II III 

AAT TAT TCG GTA ACT GAC TTG AAT GTC CAA CGC AAA GCA ATA CAT 

Asn Tyr Ser Val Thr Asp Leu Asn Val Gin Arg Lys Ala lie His 

370 380 390 400 

I I I I 

GAA CTC ATC CAA GTG ATG GCT GAA CTG TCG CCA GCA GCT AAA ACA 

Glu Leu He Gin Val MET Ala Glu Leu Ser Pro Ala Ala Lys Thr 



410 420 430 

t I i 

GGG AAG CGA AAA AGG AGT CAG ATG CTG 

Gly Lys Arg Lys Arg Ser Gin MET Leu 



89 



